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Zusammenfassung 
In  wissenschaftlichen  wie  auch  in  öffentlichen  Kreisen  wird  kontrovers  diskutiert,  ob 
durch  die  Aufnahme  von  hormonell  aktiven  Substanzen  aus  Nahrungs‐  oder 
Nahrungsergänzungsmitteln mit positiven oder negativen Einflüssen auf die menschliche 
Gesundheit und Lebensqualität zu rechnen ist. Das Interesse an solchen Substanzen ist in 
den  letzten  Jahren  permanent  gewachsen,  und  der  Markt  erhielt  einen  zusätzlichen 
Zulauf,  als  Studien  zeigten,  dass  die  klassische  Hormonersatztherapie  für 
postmenopausale Frauen aus Östrogen‐Progestagen‐Kombinationen mit einem erhöhten 
Risiko  für  hormonabhängige  Krebsarten  wie  Brust‐  oder  Endometriumskarzinomen 
verbunden  ist.  Demgegenüber  implizieren  epidemiologische  Beobachtungen  aus 
ostasiatischen  Ländern,  dass  die Aufnahme  sojareicher Nahrung mit  einer  verringerten 
Inzidenz für diese hormonabhängigen Krebsarten korreliert zu sein scheint.  
Stofflich  betrachtet  stehen  in  diesem  Zusammenhang  Isoflavone  wie  Genistein  und 
Daidzein,  die  in  großen  Mengen  z. B.  in  Sojabohnen  vorkommen,  im  Fokus  des 
wissenschaftlichen  Interesses.  Eine  Vielzahl  von  in vitro  und  in vivo  Studien  ergab  für 
Isoflavone ein heterogenes Wirkspektrum. Neben hormonellen Wirkungen wie schwach 
östrogenen  bzw.  antiöstrogenen  Eigenschaften,  sind  ebenfalls  eine  Reihe 
nicht‐hormoneller Wirkungen, wie  beispielsweise  antioxidative  Eigenschaften  oder  die 
Fähigkeit zur Hemmung von Tyrosinkinasen, beschrieben.  
Trotz der hohen Anzahl an Studien zu  Isoflavonen  ist  immer noch unklar wie valide die 
Beobachtungen  beim  Menschen  sind,  da  ihre  Langzeitwirkungen  experimentell  kaum 
untersucht sind. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, zur Aufklärung der Langzeitwirkung 
von  Isoflavonen  als  Nahrungsbestandteile  und  damit  zum  Verständnis  ihrer 
Wirkmechanismen  beizutragen,  um  anschließend  mit  den  erzielten  Resultaten  die 
Risikobewertung dieser Substanzklasse zu optimieren. Zu diesem Zweck wurden in einem 
generationsübergreifenden  Fütterungsexperiment  die  Einflüsse  eines  sojabasierten 
Futters mit denen  eines, mit  isoliertem Genistein  supplementierten,  Futters  verglichen 
und anschließend denen eines phytoöstrogenfreien Futters gegenüber gestellt. Sowohl in 
juvenilen als auch adulten Ratten wurden die gewebespezifischen, physiologischen und 
molekularen Antworten des Uterus evaluiert.  In einer  zusätzlichen  Studie  sollte  zudem 
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geklärt werden, inwieweit Gestagene die genistein‐ bzw. östrogenregulierten Prozesse im 
Uterus adulter ovariektomierter Ratten zu modulieren vermögen. 
Anhand  etablierter  molekularbiologischer  Methoden  zur  Gen‐  (qPCR)  und  Protein‐
expression (Western Blot), aber auch durch neu zu etablierende  immunohistochemische 
Analysen  wurden  diverse  physiologische  (z. B.  Körpergewicht,  Futteraufnahme, 
spezifische  Organgewichte)  und  molekulare  Marker  (z. B.  uterine  Markergene  für 
Östrogenität oder Proliferation) analysiert und untereinander verglichen. 
Bei der Betrachtung der Ergebnisse wird deutlich, dass die  lebenslange, kontinuierliche 
Isoflavonexposition  der  Mütter  während  fetaler  und  pränataler  Entwicklungsphasen 
unterschiedliche  gewebespezifische  Effekte  in  juvenilen  und  adulten  Weibchen  der 
Tochtergeneration auslöst. Während auf der einen Seite die bereits  in utero begonnene 
Exposition mit Genistein  in  juvenilen Tieren  in einer  relativ  starken Uterotrophie  sowie 
östrogenen  Effekten  hinsichtlich  der  Expressionsmuster  einiger Markergene  resultiert, 
zeigt  Genistein  in  den  gleichen  Tieren  andererseits  auch  Eigenschaften  die  als 
antiproliferativ und antiöstrogen zu bewerten sind. Interessanterweise sind diese Effekte 
im adulten Organismus anschließend nicht mehr nachweisbar.  
Des  Weiteren  zeigen  unsere  Untersuchungen,  dass  die  Östrogenresponsivität  des 
juvenilen Uterus  nicht  durch  diätetische  Isoflavone modifiziert wird. Genistein wirkt  in 
diesen  Tieren  als  Östrogenrezeptor β  Partialagonist,  wobei  das  antiproliferative  sowie 
antiöstrogene  Potenzial  erst  in  hohen  Konzentrationen  erkennbar wird.  Im  Gegensatz 
zum  juvenilen  zeigt  sich  im  adulten  Uterus  eine  erheblich  gesteigerte 
Östrogenresponsivität  infolge  der  lebenslangen,  kontinuierlichen  und  bereits  in utero 
begonnenen  Isoflavon‐  bzw. Genisteinexposition. Diese  Tiere  reagieren mit  dramatisch 
erhöhten Uterusfeuchtgewichten auf Östrogenrezeptor α  vermittelte östrogene  Stimuli. 
Bemerkenswerterweise sind diese stark erhöhten Uterusfeuchtgewichte jedoch nicht auf 
vermehrte Proliferation, sondern auf eine gesteigerte Einlagerung von Luminalflüssigkeit 
zurückzuführen.  Analysen  zur  Genexpression  von  Aquaporinen  deuten  zwar  auf 
östrogenabhängige Mechanismen hin, jedoch konnte kein direkter Bezug zur chronischen 
Isoflavon‐  bzw.  Genisteinexposition  nachgewiesen  werden.  Wie  schon  in  den 
Untersuchungen am  juvenilen Uterus beobachtet, vermittelt Genistein auch  im adulten 
Uterus  seine  molekularen  Wirkungen  als  tendenzieller  Östrogenrezeptor β‐selektiver 
Partialagonist. Unsere  Analysen  der  Expression  spezifischer  uteriner Markergene  legen 
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darüber  hinaus  die  Vermutung  nahe,  dass  Genistein  seine  molekularen  Wirkungen 
präferenziell  über  den  klassischen  ERE‐abhängigen  Signalweg  vermittelt,  da  durch 
Genistein  besonders  Gene  reguliert  werden,  die  diese  Transkriptionsfaktor 
Bindungsstellen in der Promotorregion besitzen.  
Die Rolle von Gestagenen bei genisteinregulierten Prozessen im Uterus ist nicht ganz klar. 
Während unsere Ergebnisse zeigen, dass Progesteron  in einem kurzfristigen dreitägigen 
experimentellen Design, unabhängig  von der Ab‐ bzw. Anwesenheit  von 17β‐Östradiol, 
kaum  einen  Einfluss  auf  genisteinregulierte  Prozesse  hat,  legen  die  Ergebnisse  unserer 
längerfristigen  Experimente  hingegen  die  Vermutung  nahe,  dass  Gestagene  die 
chronischen Effekte von Isoflavonen modulieren können.  
 
Schlussfolgernd kann anhand unserer Studien festgehalten werden, dass die molekularen 
Wirkungen von Genistein stark von Faktoren wie der Expositionsdauer, der Expositions‐
konzentration  sowie  dem  Alter  des  Organismus  abhängen.  Unsere  Daten  zeigen 
eindeutig, dass eine traditionelle sojabasierte ostasiatische Diät in keiner Weise mit einer, 
durch  isolierte  Isoflavone  supplementierten,  westlichen  Diät  gleichzusetzen  ist.  Des 
Weiteren  konnten  wir  im  Rahmen  dieser  Arbeit  zeigen,  dass  die  Exposition  mit 
diätetischen Isoflavonen während der Embryogenese einen lebenslangen Einfluss auf die 
Nachkommen hat,  indem die Östrogenresponsivität dieser  Individuen massiv beeinflusst 
wird.  
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1 Einleitung 
1.1 Das endokrine System 
Bei einem vielzelligen Organismus müssen, im Gegensatz zum Einzeller, viele spezialisierte 
Zellgruppen  und  Organe  sinnvoll  integriert  und  koordiniert  werden.  Diese  effektive 
Kommunikation  wird  unter  anderem  über  chemische  Botenstoffe  (Hormone) 
gewährleistet, die von spezialisierten Drüsen produziert und in den Blutkreislauf / Lymphe 
abgegeben werden. Anhängig  von  den  chemischen  Eigenschaften der Hormone  erfolgt 
der Transport  im Blutstrom  im ungebundenen Zustand oder gebunden an  spezialisierte 
Transportproteine  (Steroidhormonbindende Globuline,  SHBG). Am  Zielorgan  binden  sie 
nach  dem  Schlüssel‐Schloss‐Prinzip  an  Rezeptormoleküle,  die  sich  entweder  teilweise 
extrazellulär  an  der  Zelloberfläche  (membranständige  Rezeptoren)  oder  intrazellulär 
befinden.  Der  aktivierte  Hormon‐Rezeptor‐Komplex  ist  nun  befähigt,  eine  Vielzahl 
verschiedener  Zell‐  bzw.  Organfunktionen  zu  regulieren.  Dazu  gehören  in  erster  Linie 
Wachstums‐,  Entwicklungs‐  und  Differenzierungsprozesse,  aber  auch  die  Kontrolle 
homöostatischer  Mechanismen,  wie  Blutdruck,  pH‐Wert  oder  Wasser‐  bzw. 
Elektrolythaushalt.  Die  exakte  Regulation  der  Hormonkonzentration  im Organismus  ist 
daher  für  die  Aufrechterhaltung  normaler  Körperfunktionen  von  entscheidender 
Bedeutung.  Zu  diesem  Zweck  finden  Rückkopplungsmechanismen  Anwendung,  die  es 
ermöglichen,  flexibel  auf  endogene  sowie  in  gewissem  Umfang  auf  exogene 
Hormoneinflüsse  zu  reagieren.  Dies  gilt  auch  für  die  hypothalamische,  hypophysäre, 
gonadale Achse (HPG‐Achse) bei der im weiblichen Organismus als wirksames weibliches 
Geschlechtshormon  das  Steroidhormon  17β‐Östradiol  (E2)  produziert  wird  [132,  234, 
321]. 
1.2 Steroidhormone 
Die  molekulare  Basis  für  die  Synthese  alle  Steroidhormone  ist  Cholesterin.  Dieses 
hydrophobe Molekül stellt einen Grundbaustein von Zellmembranen dar und wird in etwa 
gleichem Maße mit der Nahrung aufgenommen bzw. de novo, vor allem in der Leber über 
mehrere Zwischenstufen aus Acetyl‐CoA, synthetisiert [132, 321]. Für den Transport wird 
Cholesterin an Lipoproteine gebunden. In den endokrinen Drüsen erfolgt die Aufnahme in 
die  steroidogenen  Zellen,  die  Speicherung  und  die  Zuführung  zur  Steroidogenese.  Die 
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Steroidhormone  werden  an  den  jeweiligen  Produktionsorten  (Ovarien,  Hoden, 
Nebennierenrinde,  etc.)  nicht  gespeichert,  sondern  bei  Bedarf  aus  dem  zellulären 
Cholesterinvorrat  synthetisiert.  Der  Abbau  der  Steroidhormone  erfolgt  in  der  Leber, 
wobei  hauptsächlich  Sulfat  oder  Glucuronsäure  an  die  Hydroxylgruppen  der  Steroide 
konjugiert werden,  um  die  Ausscheidung  über  die Galle  oder  den Harn  zu  erleichtern 
[116, 132, 234, 321]. Eine Einteilung der Steroidhormone kann anhand der Anzahl  ihrer 
Kohlenstoff‐Atome sowie dem entsprechenden Rezeptor  in fünf Hauptgruppen erfolgen. 
Unterschieden werden  Gestagene,  Glucocorticoide  und Mineralocorticoide mit  jeweils 
21 C‐Atomen, Androgene mit 19 C‐Atomen sowie Östrogene mit 18 C‐Atomen.  
1.2.1 Biosynthese und Vorkommen von Östrogenen 
Im weiblichen Organismus werden Östrogene hauptsächlich in den Ovarien synthetisiert. 
Daneben  werden  in  beiden  Geschlechtern  auch  in  der  Leber,  Nebennierenrinde, 
Brustdrüse  und  im  Fettgewebe,  sowie  im  männlichen  Organismus  ebenfalls  in  den 
Leydigzellen  des  Hoden  geringe  Mengen  an  Östrogenen  gebildet  [116].  Die 
extragonadalen  Syntheseorte  sind bei  Frauen die Hauptursache  für das Vorhandensein 
postmenopausaler basaler Östrogenspiegel. 
Während  der  Steroidogenese  wird  E2  vorrangig  in  den  Follikel  umgebenden 
Granulosazellen  der  Ovarien  gebildet.  Dabei  erfolgt  zunächst  die  Umwandlung  von 
Cholesterin über Pregnenolon in das Gestagen Progesteron (P4). P4 stellt nicht nur selber 
ein  wirksames,  weibliches  Sexualhormon  dar,  sondern  bildet  gleichzeitig  den 
Grundbaustein aller weiterer Steroidhormone  [321]. Über das weitere Zwischenprodukt 
17α‐Hydroxyprogesteron entsteht Androstendion, das in den Thecazellen enzymatisch in 
Testosteron umgewandelt wird. Beide, Androstendion und  Testosteron, bilden dann  in 
den  Granulosazellen  die  Synthesebasis  für  Östrogene.  Durch  Eliminierung  einer 
Methylgruppe am Androstendion bzw. der Aromatisierung des A‐Ringes am Testosteron 
entstehen abschließend Östron (E1) bzw. E2. Zusätzlich dazu kann E2 durch eine von dem 
Enzym  17β‐Hydroxysteroid‐Dehydrogenase  katalysierte  Reaktion  aus  E1  entstehen 
(Abbildung  1.1) [205]. 
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Abbildung   1.1  Vereinfachte  Darstellung  der  Steroidogenese  endogener Östrogene.  Die  enzymatischen 
Modifikationen in der Struktur zwischen den verschiedenen Zwischenstufen sind rot markiert (modifiziert 
nach [321]). 
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Neben E2, dem wichtigsten und wirkungsstärksten Vertreter der endogenen Östrogene, 
existieren  noch  E1  und  Östriol  (E3)  (Abbildung   1.1).  Sowohl  E1,  als  auch  das  E2 
Hauptabbauprodukt  E3,  besitzen  eine  im Vergleich  zu  E2  schwächere  Rezeptoraffinität 
und demnach eine zweimal bzw. zehnmal geringere biologische Wirksamkeit [178, 321]. 
Die Biosynthese von Östrogenen unterliegt zyklischen Schwankungen, mit den höchsten 
E2  Produktionsraten  während  der  Follikelphase  (Abbildung   1.2).  E3  weist  von  allen 
endogenen  Östrogenen  die  niedrigsten  Serumspiegel  auf  und  ist  während  der 
präovulatorischen  bzw.  prämenstruellen  Phase  überhaupt  nicht  nachweisbar.  Einzig 
während der Schwangerschaft  ist E3  in signifikanten Mengen vorhanden, wenn es  in der 
Plazenta durch den Abbau von E2 entsteht [116]. 
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Abbildung   1.2  Schematische Darstellung der  relativen Hormonkonzentrationen  von 17β‐Östradiol  (E2), 
Progesteron (P4), luteinisierendem Hormon (LH) und follikelstimulierendem Hormon (FSH) während des 
Menstruationszyklus bei Mensch und Ratte (modifiziert nach [340]). 
 
Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften werden Östrogene für den Transport im Blut zum 
überwiegenden Teil reversibel an Transportproteine (SHBG, Albumin) gebunden. Lediglich 
2‐3 % zirkulieren frei in der physiologisch aktiven Form im Blutstrom [11]. Nach aktueller 
Lehrbuchmeinung können Östrogene aufgrund dieser Lipophilie die Zellmembranen der 
verschiedenen  Zielgewebe  passieren  ohne  aktiv  geschleust  werden  zu  müssen. 
Anschließend binden sie mit hoher Affinität an spezifische Östrogenrezeptoren  (ER) und 
lösen ihre biologische Wirkung aus. 
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1.3 Östrogene Zielgewebe  
1.3.1 Östrogene Zielgewebe mit Relevanz für Wechseljahresbeschwerden 
Neben den östrogenen Zielgeweben der Reproduktionsorgane  (Uterus, Brustdrüse) gibt 
es  eine  Vielzahl  weiterer  Organe / Gewebe,  die  sensitiv  auf  Änderungen  in  den 
Östrogenspiegeln  reagieren. Zu diesen Zielgeweben  zählen beispielsweise der Knochen, 
das Gehirn oder das Gefäßsystem.  
 
Östrogendefizienz,  als  Resultat  der  Menopause,  beschleunigt  den  Verlust  von 
Knochenmasse  und  erhöht  dadurch  die  Anfälligkeit  für  Frakturen  und  Osteoporose  in 
Frauen  höheren  Alters  [116].  Östrogene  verhindern  die  Abnahme  der  Knochendichte, 
indem sie über die ER der Osteoblasten und Osteoklasten die Knochenhomöostase positiv 
beeinflussen  [93,  209,  260].  In  Anbetracht  der  negativen  Eigenschaften  der 
Hormonersatztherapie  zielen  jüngere  Studien  auf  alternative Wege  zur  Erhaltung  der 
Knochendichte  in  postmenopausalen  Frauen  ab.  Einige  in vitro  und  in vivo  Studien  an 
Isoflavonen  aus  Soja  konnten  zeigen,  dass  Genistein  und  Daidzein  einen 
knochenerhaltenden Einfluss zu haben scheinen [237, 286]. Vielversprechende Resultate 
zeigen  auch  neuere  experimentelle  Studien,  die  belegen,  dass  sowohl  oral  mit  der 
Nahrung aufgenommene, als auch subkutan verabreichte  Isoflavone vorteilhafte Effekte 
auf die trabekuläre Knochendichte ausüben [128]. 
 
Östrogene  sind  für  die  Entwicklung  als  auch  die  Funktion  des  Gehirns  von  großer 
Bedeutung [154, 291]. Neben dem Hypothalamus gibt es noch weitere Gehirnareale, die 
sensitiv  auf Östrogene  reagieren. Hierzu  zählen unter  anderem  serotonerge Neuronen, 
die  in  den  Rapheschen  Kernen  z.B.  östrogenvermittelt  psychologische  Konditionen wie 
Depression, Stimmungsschwankungen oder Angstzustände beeinflussen  [10]. Außerdem 
haben Studien gezeigt, dass auch höhere Gehirnfunktionen wie Erinnerung und Lernen im 
Säugerhirn  von  Östrogenen  moduliert  werden  [149,  291,  374].  Momentan  von 
besonderem  Interesse sind Daten zur östrogenvermittelten Reduktion von Hirnschäden, 
verursacht durch Ischämien [291], cerebrale Traumen [37] oder β‐Amyloid bzw. Glutamat 
Toxizität  [7,  50].  Nach  diesen  Untersuchungen  könnten  Östrogene  außerdem 
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neuroprotektive Eigenschaften auf altersbedingte Erkrankungen wie Alzheimer besitzen 
[323]. 
Im  Gefäßsystem  stellen  Östrogene  vasoprotektive  Moleküle  dar,  die  über  ER  in  den 
Arterien  und  Endothelzellen  kurzfristige  Vasodilatation  auslösen  [116].  Dies  geschieht 
über  die  vermehrte  Bildung  und  Freisetzung  von  eNOS  und  Prostacyclin  in  den 
Endothelzellen  [163].  Östrogene  reduzieren  den  Gefäßtonus  [373]  und  werden  als 
Agenzien  zur  Vorbeugung  von  arteriosklerotischen  Veränderungen  des  Gefäßsystems 
diskutiert.  Epidemiologische  Studien  haben  gezeigt,  dass  Frauen  im  gebärfähigen  Alter 
erheblich  seltener  von  Kreislauferkrankungen  wie  Arteriosklerose  oder  Bluthochdruck 
betroffen sind als gleichaltrige Männer. Jedoch steigen bei postmenopausalen Frauen die 
Erkrankungsraten erheblich an [19, 261]. Diese Beobachtungen legen eine Beteiligung von 
Östrogenen  nahe  und werden  durch  Befunde  gestützt,  die  zeigen,  dass Östrogene  die 
LDL‐  und  Cholesterinspiegel  senken  und  dadurch  Ablagerungen  an  der  Gefäßwand 
verhindern [13, 329, 345]. 
1.3.2 Klassische östrogensensitive Gewebe 
Zu  den  klassischen  Zielgeweben  von  Östrogenen  zählen  in  erster  Linie  weibliche 
Reproduktionsorgane wie der Uterus, die Vagina sowie die Brustdrüse, wobei Östrogene 
hauptsächlich die Vorbereitung des weiblichen Organismus auf reproduktionsassoziierte 
Prozesse koordinieren. 
 
Von  Beginn  der  Pubertät  an  sind  Östrogene  für  die  Entwicklung  der  weiblichen 
Geschlechtsmerkmale  von  besonderer  Bedeutung.  Dabei  sorgen  sie  nicht  nur  für  die 
Reifung des Brustdrüsengewebes  [299, 322] und die Verdickung der Vaginalschleimhaut 
[321],  sondern  modulieren  ebenso  die  weibliche  Körperkomposition,  indem  sie 
Knochenbau, Fettverteilung und Hautbeschaffenheit beeinflussen [122, 201]. 
 
Zur  Initiierung einer Schwangerschaft muss das Endometrium durch hormonelle Signale 
für  die  Implantation  der  befruchteten  Blastozyste  vorbereitet werden.  Die  Produktion 
(und  damit  auch  die  Plasmaspiegel)  von  E2  schwanken  beim Menschen während  des 
28 tägigen Menstruationszyklus, wobei  die  höchsten  E2  Konzentrationen während  der 
präovulatorischen  und  die  niedrigsten  Konzentrationen  kurz  vor  der  Menstruation 
gemessen werden können (Abbildung  1.2) [18, 101]. [18, 101]. Über die Änderung dieser 
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Hormonkonzentrationen,  welche  ihrerseits  über  die  HPG‐Achse  bzw.  intraovarielle 
Mechanismen reguliert werden, wird der Menstruationszyklus gesteuert. Er kann grob in 
Proliferationsphase  (Follikelphase),  Differenzierungsphase  (Lutealphase)  und 
Menstruation unterteilt werden.  Im Fall der ausbleibenden Befruchtung wird der Zyklus 
aufgrund  der  restriktiven  Lebensspanne  des  corpus luteum  beendet und  es  kommt  zur 
Menstruation.  Im  Fall einer erfolgreichen  Implantation beginnt die humane Blastozyste 
Choriongonadotropin  auszuschütten,  ein  Peptidhormon mit  ähnlicher Wirkung wie  das 
luteinisierende Hormon  (LH). Choriongonadotropin erhält den  corpus luteum und damit 
die Produktion von E2 und P4 aufrecht, wodurch die Menstruation ausbleibt [132]. 
 
Die  wechselnde  Ausschüttung  ovarieller  Steroidhormone  resultiert  in  zyklischen 
Veränderungen  des  Endometriums  sowie  des  restlichen weiblichen Genitaltraktes.  Die 
vermehrte  E2  Sekretion  zu  Beginn  des  Zyklus  stimuliert  die  Reparatur  sowie  die 
Proliferation  des  Endometriums  und  gleichzeitig  die  Expression  der  Rezeptoren  für 
Östrogene  und  Gestagene.  Zusammen  mit  dem  Endometrium  unterliegt  auch  das 
luminale Uterusepithel dieser  zyklischen Regeneration und variiert  in Abhängigkeit  zum 
hormonellen Status des Tieres  in seiner Höhe [250, 251]. Demnach eigenen sich die hier 
beschriebenen  Parameter  als  besonders  gute  physiologische Marker  zur Untersuchung 
der  in vivo Eigenschaften von Östrogenen [132]. Auch für weitere strukturell heterogene 
Liganden wie Phytoöstrogene sind diese Marker validiert [240, 242, 250, 251].  
1.3.2.1 Der uterotrophe Assay  
Der übliche  in vivo Test zur Evaluierung östrogenen Potenzials  ist der uterotrophe Assay 
in  Nagetieren.  Er  basiert  auf  der  Tatsache,  dass  der  Uterus  während  des  natürlichen 
Zyklus unter östrogener Kontrolle steht. Fehlt die primäre natürliche Östrogenquelle, z. B. 
weil  es  sich  um  nicht  geschlechtsreife  oder  kastrierte  (ovariektomierte  (OVX))  Tiere 
handelt, wird der Uterus sensitiv für exogen zugeführte Östrogene. Durch eine derartige 
Exposition nimmt sowohl im immaturen als auch im OVX Tier das Uterusgewicht aufgrund 
von Wassereinlagerungen  und  proliferativer  Ereignisse  zu, was  gravimetrisch  über  die 
Bestimmung des Feuchtgewichtes detektiert werden kann  [250, 284]. Zur Durchführung 
dieses  Tests  existiert  eine  Vielzahl  von  Protokollen.  Diese  variieren  jedoch  im 
verwendeten  Organismus  (Ratte,  Maus),  welcher  immatur,  hypophysektomiert  bzw. 
ovariektomiert  vorliegen  kann, aber auch  in der Administrationsroute der Prüfsubstanz 
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(oral,  subkutan)  [253].  Im  Rahmen  dieser  Arbeit werden  zwei  verschiedene,  validierte 
Protokolle  verwendet.  Einerseits  kommen  immature weibliche  Ratten  zum  Einsatz,  die 
ihrerseits  noch  keine  endogene  Östrogenproduktion  besitzen.  Die  Behandlung  erfolgt 
präpubertär  an  drei  aufeinander  folgenden  Tagen,  jeweils  im Abstand  von  24  Stunden 
[344, 352, 357, 390]. Andererseits werden  adulte OVX Ratten  verwendet. Die OVX der 
Tiere erfolgt  zur Eliminierung der ovariellen Östrogenproduktion, was mit einer  starken 
Regression  des  Uterus  und  demnach  einem  starken  Rückgang  des  Uterusgewichts 
einhergeht. Nach  einer  zweiwöchigen Heilungs‐  bzw.  Ruhephase  erfolgt  die  subkutane 
Behandlung  mit  den  Testsubstanzen  für  drei  aufeinander  folgende  Tage,  jeweils  im 
Abstand von 24 Stunden [156‐158, 262]. 
1.4 Steroidhormonrezeptoren 
Die  Steroidhormonrezeptoren  zählen  zur  Superfamilie der nukleären Rezeptoren. Diese 
vereint eine Vielzahl von Proteinen, die alle als  ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren 
in  verschiedenen  Spezies  anzutreffen  sind.  Zu  den  Steroidhormonrezeptoren  zählen 
neben  den  Östrogenrezeptoren  (ER)  auch  die  Progesteronrezeptoren  (PR),  die 
Androgenrezeptoren,  die  Gluco‐  bzw.  Mineralocorticoidrezeptoren  aber  auch  die 
Rezeptoren  für  Schilddrüsenhormone,  Vitamin A  und  Vitamin D  [372].  Ebenfalls 
beinhaltet diese Gruppe sogenannte „Orphan“‐Rezeptoren, deren spezifischer endogener 
Ligand noch nicht ermittelt werden konnte [91]. 
 
A/B
A/B
C
C
D
D
E
E
F
F
H3N
H3N
COOH
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1 148 214 304 500    530
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Abbildung  1.3   Aufbau  und  funktionelle  Domänen  der  humanen  Östrogenrezeptoren  (ERα  und  ERβ) 
inklusive  der  Homologie  zwischen  den  Abschnitten  [%].  Ligandenunabhängige  Aktivierungsfunktion 1 
(AF1);  DNA‐Bindedomäne  (DBD);  Ligandenbindungsdomäne  (LBD);  Aktivierungsfunktion 2  (AF2). 
(Abbildung modifiziert nach [91, 316]) 
 
Durch  intensive Untersuchungen der ER konnte ermittelt werden, dass sie sich  in sechs 
funktionale Domänen unterteilen  lassen (A ‐ F), die von 8 ‐ 9 Exons kodiert werden [168, 
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316]. Abbildung  1.3 zeigt schematisch den Aufbau sowie die funktionellen Domänen der 
humanen Östrogenrezeptoren. Die am aminoterminalen Ende des Rezeptors  lokalisierte 
A/B‐Domäne  ist  in  ihrer  Sequenz  und  Länge  sehr  variabel  [91].  Sie  beinhaltet  einen 
ligandenunabhängigen  Transaktivierungsbereich 1  (AF1),  der  sowohl  an 
Protein‐Protein‐Interaktionen mit den Komponenten der Transkriptionsmaschinerie [215, 
259,  363],  als  auch  in  die  transkriptionelle  Aktivierung  von  Zielgenen  involviert  ist 
[248].Durch  eine  Interaktion  der  AF1‐Domäne  mit  der  im  Zellkern  befindlichen 
Transkriptionsmaschinerie bzw. mit den Koaktivatoren / Korepressoren erfolgt die direkte 
Transkriptionsmodulation  der  entsprechenden  Zielgene.  Vergleiche  der  AF1‐Domänen 
beider ER‐Subtypen zeigen eine Homologie von lediglich 30 %, was darauf schließen lässt, 
dass es Unterschiede zwischen in den Interaktionspartnern beider Rezeptorsubtypen gibt 
[236]. 
Der A/B‐Domäne schließt sich die C‐Domäne, oder DNA‐Bindedomäne (DBD) an. Hierbei 
handelt es sich um eine 70‐80 Aminosäuren (AS) lange, höchst konservierte Region [247]. 
Für die Bindung der DBD an die DNA enthält die Region zwei Zinkfingermotive, die mittels 
vier  positionell  konservierter  Cysteinreste  sowie  einem  Zink‐Ion  in  eine  spezifische 
Konformation  gebracht  werden  [247].  ERα  und  ERβ  zeigen  in  diesem  Abschnitt  des 
Rezeptors  eine  97 %  Homologie mit  identischen  P‐  und  D‐Box  Sequenzen,  die  für  die 
Erkennung der Zielgene über spezifische hormonresponsive Elemente auf der DNA, und 
die Dimerisierung  zweier aktivierter Rezeptoren essentiell  sind  [94, 162, 191, 196, 304, 
351].  
Die  Ligandenbindungsdomäne  (LBD,  E/F‐Domäne)  ist  am  carboxyterminalen  Ende  des 
Rezeptormoleküls lokalisiert. Dieser multifunktionale Abschnitt des Rezeptors ist über die 
hinge‐Region  (D‐Domäne)  mit  der  DBD  verbunden  und  an  der  Ligandenbindung,  der 
Rezeptordimerisierung, der nukleären Translokation sowie der Transkriptionsaktivierung 
der Zielgene beteiligt  [25, 110]. Mit etwa 59 %  ist die Sequenzhomologie  zwischen den 
beiden  ER‐Subtypen  in  diesem  Abschnitt  des  Proteins  verhältnismäßig  gering.  Das  hat 
starke  Unterschiede  in  der  Ligandenpräferenz  sowie  der  Transkriptionsaktivität  beider 
Rezeptoren  zur  Folge.  Denn  obwohl  verschiedene  ER‐Liganden  in  die  gleiche 
Bindungstasche  passen,  induziert  jeder  Ligand  eine  einzigartige  Modifikation  der 
Tertiärstruktur  der  LBD  [41,  214,  265,  275,  276,  319].  Diese  ligandenspezifische 
LBD‐Konformation  ist  der  Hauptgrund  für  die  Unterscheidungen  in  agonistische, 
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antagonistische  sowie  partialagonistische  Wirkungen  von  ER‐Liganden.  Die  LBD  aller 
nukleären  Rezeptoren  ist  in  ein  aus  zwölf  Helices  zusammengesetztes,  dreilagiges, 
antiparalleles  α‐Helix‐Sandwichmotiv  gefaltet  [225],  an  dessen  Ende  sich  eine 
hydrophobe Bindungstasche befindet [386]. Bei der Bindung eines Liganden kommt es in 
erster  Linie  auf  die  resultierende  Konformation  der  terminalen  Helix 12  an.  Durch  die 
Bindung  agonistischer  Liganden,  beispielsweise  E2,  bedeckt  die  Helix 12  die 
Bindungstasche,  wodurch  eine  Rekrutierung  von  koregulatorischen  Proteinen  an  der 
Transaktivierungsfunktion 2  (AF2)  möglich  ist.  Nach  Bindung  eines  antagonistischen 
Liganden  wie  Fulvestrant,  wird  die  AF2  durch  die  Helix 12  so  blockiert,  dass  keine 
Kofaktoren  rekrutiert werden  können.  Im  Falle eines partialagonistischen  Liganden wie 
Raloxifen,  zwingt  dessen  Seitenkette  die  Helix 12  in  eine  Position,  die  die  AF2  nur 
teilweise bedeckt und es somit noch zur teilweisen Rekrutierung von Kofaktoren kommen 
kann [247].  
1.4.1 Östrogenrezeptor alpha (ERα) 
Der heute als ERα bekannte  Steroidhormonrezeptor wurde bereits 1962 nachgewiesen 
[147], konnte aber erst 1986 aus Uterusgewebe  isoliert und kloniert werden  [113, 114, 
359]. Über mehrere Jahre hinweg wurde angenommen, der ERα sei der einzige natürlich 
vorkommende Rezeptor für Östrogene, bis 1996 ein zweiter ER Subtyp (ERβ) zunächst in 
der Ratte und später auch in Mensch und Maus nachgewiesen werden konnte [179, 231, 
346]. Die Struktur des humanen ERα ist in Abbildung  1.3 schematisch dargestellt. 
Beim  humanen  ERα  handelt  es  sich  um  ein  595 AS  großes  Protein  mit  einem 
Molekulargewicht  von  66 kDa. Das Gen,  das  für  humanen  ERα  kodiert, wird mit  ESR1 
bezeichnet,  ist auf Chromosom 6 (6q25.1)  lokalisiert und besteht aus 8 ‐ 9 translatierten 
Exons  [218,  359].  Genetische  Untersuchungen  haben  gezeigt,  dass  das  ESR1  Gen  vor 
allem im Uterus, den Ovarien, der Brustdrüse, den Hoden, der Nebenniere, der Niere, der 
Hypophyse,  dem  Hypothalamus  sowie  im  Knochenmark  exprimiert  wird  [91,  116]. 
Spätestens mit der Entwicklung von Knock‐Out Tiermodellen konnte eindeutig dargelegt 
werden, dass der ERα nicht nur immensen Einfluss auf reproduktionsassoziierte Gewebe 
hat, sondern dass er  im kompletten Organismus von großer Bedeutung  ist. Es existieren 
Knock‐Out Mäuse,  bei  denen  jeweils  einer  der  beiden  ER‐Subtypen  ausgeschaltet  ist, 
αERKO  [86,  207]  oder βERKO  [175,  320].  Zusätzlich  gibt  es  auch  Tiere,  die  keinen  der 
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beiden  Subtypen  exprimieren:  α/βERKO  [336].  Studien  an  ERKO Mäusen  suggerieren, 
dass der ERα der bedeutendere Subtyp während der Embyrogenese zu sein scheint, da 
die aus dem Wegfall des ERα resultierenden Phänotypen schwerwiegender sind als die, 
die in βERKO Mäusen beobachtet werden können (Kapitel  1.4.2). αERKO Mäuse sind zwar 
lebensfähig,  jedoch sind beide Geschlechter  infertil  [207, 327]. Die  Infertilität beruht  im 
αERKO  Weibchen  auf  dem  Verlust  der  Östrogenresponsivität  im  adulten  Zustand, 
obgleich die pränatale Entwicklung des reproduktiven Traktes und der Brustdrüse normal 
verläuft  [34,  63,  170,  207].  Bei αERKO Männchen  konnten  testikuläre  Atrophien,  eine 
reduzierte  Spermatogenese  sowie  inaktive  Spermien  als  Ursachen  für  die  Infertilität 
festgestellt werden [64, 87]. Zusätzlich dazu zeigen beide αERKO Geschlechter noch eine 
Reihe weiterer phänotypischer Merkmale wie erhöhter Serumspiegel von E2, Testosteron 
und LH [63, 64, 198, 200]. Hinzu kommt kein sexualhormoninduziertes Paarungsverhalten 
bei gleichzeitig gesteigerter Aggressivität  in Weibchen  [254, 256, 293] sowie verringerte 
Aggression  in  Männchen  [100,  129,  255].  Des  Weiteren  sind  noch  eine  verringerte 
Knochendichte, ein Arrest des  longitudinalen Knochenwachstums  [169, 266]  sowie eine 
verminderte Glukosetoleranz bei αERKO Tieren beschrieben [338]. 
1.4.2 Östrogenrezeptor beta (ERβ) 
Die langjährige Annahme, der ERα sei der einzige Rezeptor für Östrogene, wurde mit der 
Entdeckung  eines  zweiten  ER  Subtypen widerlegt.  Der  ERβ  genannte  Rezeptor wurde 
ursprünglich 1996 von Kuiper et. al. aus dem Prostatagewebe einer Ratte  isoliert  [179]. 
Parallel  dazu  konnten  homologe  Proteine  im  Menschen  [231],  der  Maus  [346]  und 
anderen  Spezies  nachgewiesen werden  [91]. Aufgrund  der  geringeren Größe  des  ESR2 
Gens,  das  für  den  ERβ  kodiert,  wurde  zunächst  über  eine  Splicevariante  des  ESR1 
spekuliert, jedoch zeigten genetische Analysen, dass das Gen für den ERβ separat auf dem 
Chromosom 14 (q22‐24)  lokalisiert  ist  [92]. Abhängig von der Spezies variiert der ERβ  in 
seiner  Größe  von  530 AS  (Mensch)  bis  548 AS  (Ratte,  Maus)  und  zeigt  ein 
Molekulargewicht von etwa 59 kDa. Die Struktur des humanen ERß  ist  in Abbildung   1.3 
dargestellt. 
Ebenso  wie  ESR1  wird  auch  ESR2  in  verschiedenen  klassischen  und  nichtklassischen 
östrogensensitiven  Geweben  beider  Geschlechter  exprimiert.  In  Gewebeextrakten  aus 
der  Ratte  konnte  die  ESR2  Expression  unter  anderem  im Hoden, Hypophyse, Ovarien, 
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Uterus,  Blase,  Lunge,  Thymus,  Nebenniere,  Herz  sowie  verschiedenen  Gehirnregionen 
nachgewiesen werden. Demgegenüber wurde keine ESR2 Expression in der Niere, Leber, 
Milz und Magen ermittelt [178].  
Experimente  an  βERKO Mäusen  zeigten,  dass  deren  Fehlbildungen  erheblich  geringer 
ausfallen als  in αERKO Mäusen. βERKO Mäuse beider Geschlechter sind  lebensfähig und 
nur die weiblichen Tiere zeigen eine Subfertilität (verringerte Wurfgröße), welche auf die 
Reduktion  spontaner  Ovulationen  zurückzuführen  ist,  da  sich  der  Uterus  normal 
entwickelt,  auf  E2  sensitiv  reagiert  und  Implantationen möglich  sind  [175]. Die  βERKO 
Männchen  sind  fertil  und  durchlaufen  eine  normale  pränatale  Entwicklung  des 
Genitaltraktes sowie eine normale Spermatogenese [175]. Weiterhin sind normale Serum 
E2  Spiegel  in  βERKO  Weibchen  [64],  ein  normales  Paarungsverhalten  sowie  eine 
unbeeinflusste Knochendichte beider Geschlechter beschrieben [175, 336]. 
1.5 Wirkmechanismen der Östrogen‐Östrogenrezeptor‐Signalkaskade  
Die nukleären Wirkungen  von Östrogenen  sind  sehr  komplex und  von  einer Reihe  von 
Faktoren abhängig. Dazu zählen unter anderem 
 
1. die  molekulare  Struktur  des  Liganden  (endogener,  synthetisch  hergestellter  oder 
natürlich vorkommender Ligand), 
2. der  Subtyp  bzw.  die  Isoform  des  beteiligten  Rezeptors  (ERα,  ERβ  oder  Beteiligung 
beider Subtypen), 
3. die Charakteristika der Promotor Region des Zielgens (Ausstattung mit oder ohne ERE, 
Sp1‐ bzw. AP1‐Bindungsstelle), 
4. sowie  die  Ausstattung  der  Zielzelle  mit  entsprechenden  Koaktivatoren  bzw. 
Korepressoren  (chromatinmodulierende  Histon‐Acetyltransferase,  Histon‐
Deacetylase‐Aktivität) [193]. 
 
Zusätzlich  zu  den  oben  angesprochenen  Faktoren  gibt  es  mehrere  mögliche 
Mechanismen,  über  welche  endogene  Östrogene  bzw.  andere  ER‐Liganden  ihre 
molekularen Wirkungen  entfalten  können.  Sie werden  in  den  Kapiteln   1.5.1  und   1.5.2 
eingehend besprochen. 
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1.5.1 Ligandenabhängige Aktivierung von Östrogenrezeptoren 
1.5.1.1 Klassischer Wirkmechanismus über östrogenresponsive Elemente 
In Abwesenheit eines möglichen Liganden, sind die ER sowohl im Zytoplasma als auch im 
Nukleus  lokalisiert  [365].  In  diesem  inaktiven  Zustand  liegen  sie  in  Komplexen  aus 
Rezeptor  und  rezeptorassoziierten  heatshock‐Proteinen  (Hsp)  vor.  Gebunden  werden 
neben  verschiedenen  Klassen  von  Hsp  (Hsp90  bzw.  Hsp70)  auch  andere 
Chaperon‐Proteine wie  Cyclophilin 40  oder  p23  [280,  326],  die  dafür  sorgen,  dass  der 
Rezeptor  immer  in  einer  passend  gefalteten  Konformation  vorliegt  um  eine  schnelle, 
hormonell induzierte, Signalweiterleitung zu gewährleisten [116, 372]. 
E2 bindet an die LBD eines der beiden ER‐Subtypen, woraufhin es  im Rezeptor zu einer 
allosterischen  Konformationsänderung  kommt,  die  die  Affinität  der  Hsp  zum  Rezeptor 
verringert sodass diese vom nun aktivierten Rezeptor abdissoziieren [372]. Der aktivierte 
E2‐ER‐Komplex wird  phosphoryliert,  diffundiert  (wenn  noch  nicht  dort)  in  den  Zellkern 
und dimerisiert dort mit einem  zweiten aktivierten E2‐ER‐Komplex. Diese Dimerbildung 
ist für die Bindung an die DNA essentiell und kann so erfolgen, dass das Dimer jeweils aus 
zwei  ERα  bzw.  zwei  ERβ  Proteinen  (Homodimer)  oder  aus  einem  ERα  und  einem  ERβ 
Protein (Heterodimer) gebildet wird. Die Homo‐ bzw. Heterodimere sind nun in der Lage 
die  Transkriptionsrate  bestimmter  östrogenresponsiver  Gene  zu  verändern,  was  über 
verschiedene Mechanismen erfolgen kann (Abbildung  1.4).  
Das Dimer aus  zwei aktivierten E2‐ER‐Komplexen bindet an  spezifische DNA‐Sequenzen 
upstream  der  östrogenabhängigen  Zielgene.  Diese  DNA  Abschnitte  enthalten 
östrogenresponsive  Elemente  (ERE)  aus  invertierten  Sequenzwiederholungen  (inverted 
repeats)  in  Palindromanordnung  [65,  119,  263,  271,  347].  Eine  aus  13 bp  bestehende 
Konsensussequenz  (5´‐GGTCA‐nnn‐TGACC‐3´)  aus  dem  Vitellogenin A2  Gen  des 
Krallenfrosches  Xenopus leavis  wurde  als  die  Konsensus‐ERE‐Sequenz  definiert  [167], 
jedoch  findet sich diese Sequenz nur  in einem kleinen Teil der östrogensensitiven Gene 
wieder. In den meisten Fällen wurden ERE‐Variationen, wie beispielsweise imperfekte ERE 
bei  den  Genen  pS2,  Vitellogenin B1  oder  Oxytocin,  ermittelt  [116,  206].  Die  finale 
Aktivierung bzw. Inhibierung der Zielgentranskription geschieht dann unter Rekrutierung 
der  zelltypabhängigen  Koaktivatoren  bzw.  Korepressoren  und  der 
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Transkriptionsmaschinerie  [116]. Abbildung   1.4  zeigt den  klassischen Wirkmechanismus 
von E2 über ERE: 
 
 
Abbildung   1.4  Schematische  Darstellung  des  klassischen  östrogenen  Wirkmechanismus  über 
östrogenresponsive Elemente. 
 
1.5.1.2 Alternative genomische und nicht‐genomische Wirkmechanismen 
Neben  der  klassischen  ERE‐vermittelten  Transkriptionsaktivierung  gibt  es  verschiedene 
alternative  genomische  und  nicht‐genomische  Mechanismen  zur  Regulation 
östrogenresponsiver  Gene  [72].  Über  diese  alternativen  Mechanismen,  zu  denen  die 
ligandenabhängigen Wege  über  AP1,  NF‐κB  oder  Sp1  zählen, werden  im  Uterus  etwa 
30 % der östrogensensitiven Gene reguliert. [116, 130, 248].  
 
Mittlerweile  ist  bekannt,  dass  aktivierte  ER  mit  verschiedenen  DNA‐gebundenen 
Transkriptionsfaktoren zusammenspielen. Sowohl der ERα als auch der ERβ ist in der Lage 
mit  dem  Jun / Fos‐Komplex  zu  interagieren  und  dadurch  die  Expression  von Genen  zu 
regulieren, die eine AP1‐Bindestelle im Promotor tragen [264]. 
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Abbildung   1.5 Alternative  genomische Wirkmechanismen  von Östrogenen  (Abbildung modifiziert  nach 
[248]). 
 
In  Anwesenheit  des  ERα  führen  typische  ER  Agonisten  wie  E2  oder  Diethylstilbestrol 
(DES),  aber  auch  das  Antiöstrogen  Tamoxifen,  zur  verstärken  Bindung  des 
Jun / Fos‐Komplexes an die DNA, und damit zur gesteigerten Expression von Genen wie 
Ovalbumin  [108],  c‐fos  [367], Kollagenase  [362] oder  IGF‐1  [350]. Bei Anwesenheit des 
ERβ hingegen,  kommt es durch die Bindung  von Tamoxifen  zur  vermehrten Expression 
dieser Gene. E2 wirkt in diesem Fall antagonistisch, da es die Aktivität von Tamoxifen am 
AP1‐Element  verhindert  [264]. Mechanistische Untersuchungen  haben  gezeigt,  dass  es 
hierbei besonders auf die AF1 und AF2 der Rezeptoren ankommt. Die ERα‐stimulierende 
Expression  am  AP1‐Element  bedarf  beider  intakter  Transaktivierungsfunktionen, 
wohingegen  der  ERβ‐vermittelte  antiöstrogene  Wirkmechanismus  AF1  und  AF2 
unabhängig abläuft [364]. 
 
Des Weiteren  können  beide  ER‐Subtypen  die  Expression  von  Genen modulieren  ohne 
dabei direkt an die DNA zu binden. Ein gut untersuchtes Beispiel dafür ist die Interaktion 
des ERα mit dem NF‐κB Komplex [248]. Diese  Interaktion verhindert die Bindung an ein 
NF‐κB‐responsives Element in der DNA und damit die Expression von Zielgenen. Auf diese 
Weise  inhibiert E2  indirekt beispielsweise die Expression des Zytokins  Interleukin 6 [106, 
283].  
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Ein weiteres Beispiel für die indirekte Modulation der Genexpression durch Östrogene ist 
das Zusammenspiel von aktiviertem ERα mit dem Transkriptionsfaktor Sp1 [24, 279, 281]. 
Ein Proteinkomplex aus ER und SP1 bindet an eine Kombination aus ERE‐ und SP1‐Halfsite 
in  der  Promotorregion  der  Zielgene  und  reguliert  auf  diese Weise  die  Expression  von 
Genen wie c‐myc [85], Creatinkinase B [377], Cathepsin D [176] oder Retinsäurerezeptor α 
[292]. 
 
Eine Reihe physiologischer Antworten auf eine Stimulation mit Östrogenen ereignet sich 
innerhalb weniger Minuten,  so dass  sie nicht  auf Veränderungen  in der Genexpression 
zurückgeführt werden können. Diese Effekte sind das Resultat direkter Interaktionen mit 
membranständigen  Rezeptoren,  die  in  der Wirkung  ihren  intrazellulären  Pendants  zu 
ähneln  scheinen  [361].  In  diesem  Zusammenhang  wird  in  jüngerer  Vergangenheit 
vermehrt  der  G Protein‐gekoppelte  Rezeptor 30  (GPCR30)  diskutiert,  der  E2  sehr 
spezifisch binden und die  schnellen nicht‐genomischen Antworten  vermitteln  soll  [105, 
287].  Beispiele  für  diese Art  der  schnellen  E2‐vermittelten  Signalweiterleitung  sind  die 
Mobilisierung von Kalzium [227], die Bildung von Stickstoffmonoxid [159], die Aktivierung 
von  Tyrosinkinasen  [40],  die  vermehrte  Produktion  von  cAMP  [14]  oder  auch  die 
Beeinflussung des MAPK‐  [90] sowie des PI3‐Signalweges  [46]. Allerdings zeigen neuere 
Erhebungen, dass es sich beim GPCR30 eher um einen Interaktionspartner des ER für die 
intrazelluläre Signalweiterleitung handelt, als um einen direkten Rezeptor für Östrogene 
[190]. 
1.5.2 Ligandenunabhängige Aktivierung von Östrogenrezeptoren 
Zusätzlich zur ligandenabhängigen Aktivierung von ER wie sie in Kapitel  1.5.1 beschrieben 
ist,  gibt  es  noch  weitere  Interaktionen  des  ER  mit  diversen  anderen  Signalkaskaden, 
wodurch  der  ER  ligandenunabhängig  aktiviert  wird.  Mindestens  drei  verschiedene 
Gruppen  von  Substanzen  sind  in  der  Lage  den  ER  in  Abwesenheit  des  Liganden  zu 
aktivieren.  Zu  dieser  Gruppe  zählen  Wachstumsfaktoren  (EGF,  IGF‐1  oder  TGF), 
Neurotransmitter  bzw.  alle  Substanzen  die  die  cAMP‐abhängige  Proteinkinase A 
aktivieren (z. B. Dopamin) oder die Cycline A und D1 [48]. 
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1.5.3 Koregulatoren 
Für  die  Transkriptionsinitiierung  ist  die  Interaktion  einer  Vielzahl  von  Proteinen  in  der 
Promotorregion  des  Zielgens  erforderlich.  Einige  dieser  Proteine  sind  so  genannte 
Koregulatoren,  die  über  ihre  Bindung  die  Transkriptionsrate  modulieren  und 
gewebespezifisch  exprimiert  sein  können.  Sie werden  in  Koaktivatoren,  Korepressoren 
und Kointegratoren unterschieden [248]. 
 
Als  Koaktivatoren werden  Proteine  bezeichnet,  die  die  Transkriptionsrate  steigern.  Zu 
ihnen  zählen  die  Steroidrezeptor‐Koaktivatoren 1 ‐ 3  (SRC1 ‐ SRC3).  Gemein  ist  diesen 
Proteinen die so genannte NR‐Box, welche die primäre Bindestelle für die Interaktion mit 
diversen  Koregulatoren  darstellt.  Alle  SRC  Koaktivatoren  besitzen  zwei  separate 
Transkriptionsaktivierungsdomänen,  AD1  und  AD2,  die  an  der  Rekrutierung  weiterer 
Proteine,  wie  beispielsweise  CARM1,  beteiligt  sind  [49,  248].  Über  eine 
Histon‐Acetyltransferase‐Aktivität  sind  SRC1  und  SRC3  zudem  in  der  Lage  die  DNA  zu 
remodulieren  um  dadurch  den  Zugang  der  Transkriptionsmaschinerie  zu  erleichtern 
[248]. 
 
Als  Kointegratoren  werden  Proteine  bezeichnet,  die  nicht  selber  an  die  DNA  binden 
sondern über  andere Koregulatoren  rekrutiert werden.  Zu  ihnen  zählen p300 oder das 
CREB  Binding  Protein  (CBP),  die  beispielsweise  die  Transkription  fördern,  indem  sie 
synergistisch auf den ligandengebundenen ERα einwirken [173, 248]. 
 
Proteine,  die  die  Transkription  hemmen,  werden  als  Korepressoren  bezeichnet.  Die 
Proteine  RIP140  und  SHP  (Short  Heterodimerisation  Partner)  zeigen  negative 
Koregulatorfunktionen,  indem  sie  in vivo  die  SRC1  Koaktivatoren  antagonisieren.  SHP 
konkurriert dabei um die AF2 Bindestelle [47, 150, 348], kann die Transkription aber nicht 
induzieren,  da  es  zwar  eine  funktionelle  LBD  aber  keine  DBD  besitzt  [150,  151].  Des 
Weiteren  sind  noch  konventionelle  Korepressoren  wie  N‐CoR  (Nuclear  Receptor 
Corepressor)  oder  SMRT  (Silencing  Mediator  of  Retinoid  and  Thyroid  Receptors) 
beschrieben,  die  in  Anwesenheit  eines  antagonistischen  Liganden  an  den  ERα  binden 
[248]  und  anschließend  via  einer  Histon‐Deacetylase‐Aktivität  den  Zugang  der 
Transkriptionsmaschinerie zur DNA erschweren [325]. 
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1.6 Exogene Liganden der Östrogenrezeptoren 
Neben  den  drei  humanen  endogenen  Östrogenen  gibt  es  noch  eine  Vielzahl  anderer 
Substanzen, die aufgrund ihrer chemischen Struktur mit den ER interagieren können und 
damit eine östrogene / antiöstrogene Wirkung  im Organismus auslösen  [61, 321]. Diese 
als Xenoöstrogene bezeichneten Substanzen können  in weitere Untergruppen eingeteilt 
werden. 
 
Endogene Östrogene
(E1, E2, E3)
Isoflavone
(GEN, DAI, Glycitein, Biochanin A)
Coumestane
(Coumestrol)
Prenylflavonoide
(8PN, 6DMAN)
Flavonoide Lignane
(Secisolariciresinol)
Sonstige
Phytoöstrogene Mycoöstrogene
(Zearalenone und Zearalenol)
Natürliche Östrogene Synthetische Östrogene
(z.B. DES, EE, DDT, PCB)
Xenoöstrogene
Östrogene
 
Abbildung  1.6 Klassifizierung von Östrogenen 
 
Die so genannten Phytoöstrogene (Kapitel  1.6.1), die natürlich als sekundäre Metaboliten 
in  Pflanzen  vorkommen,  können  den  synthetisch  hergestellten  Östrogenen 
gegenübergestellt werden. Diese können noch weiter darin unterscheiden werden, dass 
bei  einigen  die  östrogene  Wirkung  zu  dem  Zweck  entwickelt  wurde,  um  sie  als 
Therapeutika  bei  hormonbedingten  Krankheitsbildern  oder  zur  hormonellen 
Empfängnisverhütung einzusetzen (DES oder Ethinylöstradiol) [61]. Auf der anderen Seite 
sind noch die Substanzen zu nennen, die zwar zu anderen Zwecken produziert wurden, 
bei  denen  sich  aber  nicht  beabsichtigte  östrogene  Wirkungen  in  Mensch  oder  Tier 
zeigten,  als  sie  als  Schadstoffe  in die Umwelt gelangten.  Zu dieser Gruppe  können das 
Insektizid DDT, das bei der Müllverbrennung entstehende Dioxin oder Bisphenol A bzw. 
polychlorierte Biphenyle (PCB), die als Weichmacher in Kunststoffen vorkommen, gezählt 
werden [60]. 
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1.6.1 Phytoöstrogene 
1.6.1.1 Epidemiologische Beobachtungen 
Ab  dem  Erreichen  des  Klimakteriums  kommt  es  durch  den  Ausfall  der  ovariellen 
Östrogenproduktion  zu  einer  Reihe  von  Wechseljahresbeschwerden,  die  unter  dem 
Begriff  klimakterisches Syndrom  zusammengefasst werden. Dazu  zählen psychologische 
Symptome  wie  Depressionen,  Schlafstörungen  oder  Reizbarkeit  [71],  aber  auch 
Hitzewallungen [241] sowie erhöhte Risiken für die Entwicklung von Arteriosklerose [181] 
oder  Osteoporose  [99].  Über  viele  Jahre  hinweg  war  im  Rahmen  einer 
Hormonersatztherapie die Verwendung von synthetischen Steroiden das Mittel der Wahl, 
da  sie  zur  Linderung  einiger  postmenopausaler  Krankheitsbilder  und  klimakterischer 
Beschwerden beitrugen  [303]. Spätestens mit der Veröffentlichung von Studien, die bei 
Nutzerinnen  einer  Östrogen‐Progestagen  Hormontherapie  ein  erhöhtes  Risiko  für  die 
Entwicklung von Brust‐ oder Endometriumskarzinomen zeigten [27‐29], kam es zu starken 
Verunsicherungen von Seiten der Patientinnen und damit zur Suche nach risikoärmeren 
Alternativen. 
In  diesem  Zusammenhang  rückten  vermehrt  epidemiologische  Beobachtungen  in  den 
Fokus  des  wissenschaftlichen  Interesses,  die  vermuten  ließen,  dass  Isoflavone  eine 
Alternative darstellen könnten. So wurde in einer Reihe von Studien festgestellt, dass die 
Bewohner  ostasiatischer  Länder  deutlich  niedrigere  Raten  an  hormonabhängigen 
Krebsarten,  klimakterischen  Symptomen  und  anderen  postmenopauseassoziierten 
Beschwerden  aufwiesen  als  Bewohner  westlicher  Industrienationen  [2,  192,  389]. 
Genetische  Variationen  zwischen  den  Bevölkerungsgruppen  konnten  als  Ursache 
ausgeschlossen  werden,  da  Asiatinnen,  die  in  Länder  mit  westlicher  Lebens‐  und 
Ernährungsweise  emigrierten,  binnen  weniger  Generationen  ein  vergleichbares 
Erkrankungsrisiko  zeigen wie  die  entsprechende westliche  Population  [4,  393].  Als  ein 
Grund  für die erheblich niedrigeren Krebsinzidenzen bei ostasiatischen Frauen wird der 
lebenslang deutlich niedrigere Östrogeneinfluss gesehen. Dieser resultiert daraus, dass sie 
20‐30 %  niedrigeren  Plasmaöstrogenspiegel  als  auch  einen  ~2‐3 Tage  längeren 
Menstruationszyklen  zeigen,  verglichen  mit  Frauen  aus  westlichen  Industrienationen 
[331, 381];  zwei Aspekte,  für die wiederum die Exposition mit diätetischen  Isoflavonen 
verantwortlich  gemacht  wird  [146,  378,  380].  Diese  potenzielle  Korrelation  zwischen 
Einleitung 
20 
 
traditionell  asiatischer  Ernährungsweise  und  den  verringerte  Risiken  für  verschiedene 
Krankheitsbilder  haben  zu  einem  gesteigerten  wissenschaftlichen  Interesse  an 
Phytoöstrogenen geführt. 
1.6.1.2 Vorkommen und Funktion 
Bei  Phytoöstrogenen  handelt  es  sich  um  polyphenolische  Substanzen  nichtsteroidaler 
Struktur,  die  eine  funktionelle  Ähnlichkeit  zu  endogenen  Östrogenen  aufzeigen 
(Abbildung  1.7). 
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Abbildung  1.7 Vergleich der Strukturformeln von 17β‐Östradiol (schwarz/grau) und Genistein (rot) 
 
Diese  sekundären Metaboliten  kommen  in  einer Vielzahl  von  Pflanzen  vor  und  dienen 
dort  unterschiedlichen  Zwecken,  wie  der  Abwehr  von  Herbivoren,  als  Fungizide,  zur 
Regulation  von  Pflanzenhormonen  sowie  zum  Schutz  vor  abiotischem  Stress  ausgelöst 
durch z. B. Schwermetalle oder UV‐Strahlung [22, 57]. Unter diesen Pflanzen befindet sich 
auch  eine  große Anzahl  essbarer Nutzpflanzen, weshalb  erste Berichte  über  östrogene 
Effekte  ausgelöst  durch  Pflanzenextrakte  bereits  1927  veröffentlicht  wurden  [204]. 
Besondere  Aufmerksamkeit  erlangte  die  Beobachtung  von  vermehrter  Infertilität  bei 
Schafen  in Westaustralien, welche auf Wiesen gegrast hatten, auf denen große Mengen 
verschiedener  Trifolium  Arten  zu  finden  waren  [26].  Dieses  als  „clover  disease“ 
bezeichnete  Unfruchtbarkeitssyndrom  zeigte  erneut  das  Vorhandensein  hormonell 
aktiver Substanzen  in Pflanzen. Spätere Befunde  in anderen Wirbeltieren, die ebenfalls 
große Mengen an Phytoöstrogenen mit der Nahrung aufgenommen hatten, bestätigten 
deren adverse physiologische Effekte [155, 195]. 
Phytoöstrogene  sind  eine  strukturell  sehr  heterogene  Substanzgruppe.  Zu  den 
bedeutendsten  Vertretern  zählen  die  Flavonoide,  deren  Untergruppen  Isoflavone  und 
Coumestane, als auch die Lignane (Abbildung  1.6). 
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Daidzein und Genistein sind die beiden am Besten charakterisierten  Isoflavone. Sie sind 
neben Glycitein  sowie  ihren Vorläufern  Formononetin und Biochanin A  in nahezu  allen 
Vertretern  der  Pflanzenfamilie  Leguminosae  zu  finden,  wobei  die  primäre 
Expositionsquelle für den Menschen vor allem Sojabohnen bzw. die daraus hergestellten 
Produkte  sind  [269]. Daidzein  und Genistein  kommen  in  der  Pflanze  hauptsächlich  als 
Glykoside, d. h. kovalent an Zucker wie Glukose oder Galaktose gebunden vor [278, 307]. 
Neuere  Studien  zeigen,  dass  der  Gehalt  an  Isoflavonen  in  Sojabohnen  enormen 
Variationen  unterliegt.  Abhängig  von  lokalen  Gegebenheiten,  Zuchtformen / ‐sorten 
und / oder  saisonalen  Unterschieden  kann  der  Gesamtisoflavongehalt  von  rohen 
Sojabohnen zwischen 0,18 ‐ 5,62 mg pro Gramm variieren [228].  
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Abbildung  1.8 Strukturformeln der Isoflavone Genistein (GEN) und Daidzein (DAI). 
 
Die  Gruppe  der  Flavonoide  beinhaltet  eine  Vielzahl  von  Substanzen,  u. a.  Apigenin, 
Kaempferol oder Quercetin  [61]. Wie  Isoflavone  sind  auch  Flavonoide  Liganden des ER 
und  in  diversen  essbaren  Vertretern  des  Pflanzenreichs  anzutreffen.  So  findet  sich 
Apigenin beispielsweise  in Petersilie, Sellerie oder Gemüsepaprika, und Kaempferol oder 
Quercetin  in  Äpfeln,  Trauben  oder  Rotwein  [269].  In  diese  Gruppe  werden  auch  die 
prenylierten Flavonoide gezählt, die  in den Gattungen Citrus, Humulus bzw. Anaxagorea 
und Monotes  zu  finden  sind  [395].  Ihre Hauptvertreter Naringenin, 8‐Prenylnaringenin, 
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6‐Dimethylnaringenin haben bereits  in verschiedenen experimentellen Testsystemen  ihr 
östrogenes Potenzial bewiesen [395]. 
 
Coumestane ähneln strukturell sehr den Isoflavonen [69] und man findet sie vorwiegend 
während der Keimung von Samen [237]. Den Hauptvertreter Coumestrol findet man vor 
allem  in  Futtermitteln  die  für  die  Tierzucht  verwendet  werden.  Aber  auch  Klee, 
Alfalfa‐Sprossen oder Spinat sind ergiebige Quellen für Coumestrol [237, 269]. 
 
Bei Lignanen handelt es sich um einen Bestandteil pflanzlicher Zellwände, weshalb sie vor 
allem  in  der  äußeren  Hülle  von  Getreidekörnern  und  demnach  in  großen Mengen  in 
Vollkornprodukten  enthalten  sind  [213].  Natürliche  Quellen  sind  Roggen, Weizen  und 
Hafer  aber  auch  Ölsamen  (Leinsamen,  Sesamsamen),  Beerenobst,  Kürbiskerne  und 
diverse Gemüse  [269].  Für  die Umwandlung  der  primären Vorläufer Matairesinol  bzw. 
Secoisolariciresinol  zu den hormonell aktiven Metaboliten Enterolakton bzw. Enterodiol 
wird die im Gastrointestinaltrakt enthaltene Bakterienflora benötigt [61]. 
1.6.1.3 Aufnahmemengen, Bioverfügbarkeit und Metabolismus 
Die  Bioverfügbarkeit  von  diätetischen  Isoflavonen  ist  von  einer  Reihe  von  Faktoren 
abhängig und deshalb individuell sehr unterschiedlich. Beispiele für diese Einflussfaktoren 
sind das Geschlecht, die Mikroflora und Transitzeit im Darmtrakt, die Verarbeitung sowie 
die  Begleitmatrix  der  Lebensmittel  und  nicht  zuletzt  die  Art  und  Menge  der  parallel 
aufgenommenen Ballaststoffe [1, 230, 235, 294, 339, 387].  
Die  Menge  an  Isoflavonen,  die  im  Rahmen  einer  Standarddiät  in  westlichen 
Industrienationen durchschnittlich pro Tag aufgenommen wird, liegt zwischen 1‐3 mg [53, 
54,  133,  228].  Daraus  resultieren  Isoflavonplasmakonzentrationen  von  durchschnittlich 
etwa  10 nM  [3].  Im  Gegensatz  dazu  beträgt  die  aufgenommene  tägliche  Menge  an 
Isoflavonen  in Japan und China wegen der auf Sojaprodukten basierenden traditionellen 
Ernährungsweise  zwischen 25‐60 mg  [217, 306, 358]. Die  Isoflavonplasmakonzentration 
beträgt  in  diesen  Bevölkerungsgruppen  bis  zu  870 nM  [3].  Mit  einer  vegetarischen 
Lebensweise oder bei der Verwendung von isoflavonhaltigen Nahrungsergänzungsmitteln 
können  ebenso  hohe,  unter  Umständen  sogar  noch  weitaus  höhere  Plasmaspiegel 
erreicht  werden  als  bei  traditioneller  asiatischer  Ernährungsweise.  Während  bei 
vegetarischer  Ernährung  zwischen  3‐75 mg  Isoflavone  pro  Tag  aufgenommen  werden 
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[228], liegen die meisten Produkte aus dem Nahrungsergänzungsmittelbereich bei Dosen 
zwischen 40‐50 mg pro Tag,  in einigen Produkten aber auch bei 100 oder 200 mg täglich 
[228].  Abhängig  von  der  individuellen  Ernährungsweise  können  die  resultierenden 
Plasmakonzentrationen letztendlich zwischen 10 nM – 10µM variieren [233]. 
 
Beim  Verzehr  von  nativen  Sojaprodukten  (z. B.  Tofu,  Sojamilch)  werden  Isoflavone 
hauptsächlich  in  einer  nicht  resorbierbaren,  glykosilierten  Form  aufgenommen.  Nach 
aktuellem  Kenntnisstand  werden  die  Zuckerreste  der  glykosilierten  Isoflavone  im 
Dünndarm durch β‐Glukosidasen bzw. die dortige bakterielle Mikroflora abgespalten und 
so  in  ihre  aktive  Form  gebracht  [311].  Erfolgt  dagegen  ein  Verzehr  von  fermentierten 
Sojaprodukten (z. B. Miso, Tempeh, Natto) liegen die Isoflavone vorwiegend als Aglykone 
vor  und  können  direkt  resorbiert  werden  [138].  Isoflavone  werden  im  Darm  von 
Enterozyten aufgenommen und gelangen so in die periphere Zirkulation [38]. In der Leber 
erfolgt  im Weiteren die sehr effiziente Rekonjugation an Glukuronsäure (zu ~95 %) oder 
Sulfate (zu ~5 %) und die Ausscheidung über Urin und Faeces [317, 391, 392]. Zusätzlich 
dazu  durchlaufen  Isoflavone  eine  enterohepatische  Zirkulation,  wodurch  sich  deren 
Bioverfügbarkeit wiederum verlängert [237, 286]. 
 
In  der  menschlichen  Bevölkerung  herrscht  eine  starke  Variation  in  der  Fähigkeit  zur 
Metabolisierung  von  Genistein  und  Daidzein,  was  in  der  individuell  unterschiedlichen 
Intestinalflora  begründet  ist.  Beispielsweise  sind  lediglich  30‐50 %  der  Bevölkerung 
befähigt, Daidzein in Equol umzuwandeln, mit höheren Prozentsätzen bei Ostasiaten oder 
Vegetariern [189, 309]. Ist die nötige Bakterienflora vorhanden, wird Daidzein im Darm zu 
Dihydrodaidzein, O‐Demethylangolensin  sowie Equol und Genistein  zu Dihydrogenistein 
sowie  6´‐O‐Demethylangolensin  reduziert.  Zusätzlich  dazu  kommt  es  in  der  Leber  in 
geringem Maße  zu Monohydroxylierungsreaktionen  von Daidzein  und Genistein wobei 
diverse  Katecholmetabolite  entstehen  [88,  182].  Im  Blutplasma  liegen  Isoflavone 
hauptsächlich als Phase II‐Konjugate vor. Der Anteil an  freien Agylkonen  im Plasma  liegt 
unter  3 %  [88,  269].  Pharmakokinetische  Studien  haben  gezeigt,  dass  es  nach  dem 
Verzehr  von  isoflavonhaltigen  Lebensmitteln  zunächst  zu  einem  initialen  Anstieg  der 
Aglykonfraktion  im  Plasma  kommt  (Maximum:  ~  4‐8 h  nach  der  Aufnahme  [307]),  der 
aber schnell wieder absinkt. Demnach sind nicht nur die unterschiedlichen Aktivitäten der 
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Phase II  Enzyme  aufgrund  genetischer  Variationen,  sondern  auch  der  Zeitpunkt  der 
Analyse wichtige Faktoren für die Untersuchung von Plasmaspiegeln [297].  
1.6.1.4 Wirkmechanismen von Isoflavonen 
Eine  Vielzahl  von  epidemiologischen  und  klinischen  Studien  hat  den  Zusammenhang 
zwischen  der  Aufnahme  von  Isoflavonen  und  deren  Einfluss  auf  diverse  humane 
Krankheitsbilder evaluiert. Leider konnten die Ergebnisse dieser Studien kein klares Bild 
darüber geben, ob diese Substanzen  therapeutisches Potenzial besitzen oder nicht  [45, 
324]. Eine genaue Bewertung wird auch dadurch erschwert, dass die Resultate abhängig 
von der Dosis, der Diätzusammensetzung, der Art der administrierten  Isoflavone  sowie 
der Dauer der Anwendung stark variieren. Neben einigen Wirkungen, die eindeutig für die 
Verwendung von Isoflavonen sprechen, gibt es ebenso adverse Befunde, die nahe legen, 
von der Verwendung von Isoflavonen Abstand zu nehmen. 
 
Die biologischen Wirkungen von Isoflavonen kommen dabei zum einen über genomische 
Wirkmechanismen zustande, wobei eine Aktivierung des ER die Transkription bestimmter 
Gene moduliert. Des Weiteren vermitteln Isoflavone auch über diverse nicht‐genomische 
Wirkmechanismen ihr heterogenes Wirkungsprofil.  
 
Gerade  im Hinblick darauf, dass  Isoflavone als mögliche Alternative zur Hormontherapie 
postmenopausaler Frauen angesehen werden, besteht ein großes öffentliches  Interesse 
an der Aufklärung ihrer biologischen Effekte und Wirkmechanismen. Im Folgenden soll an 
einigen  Beispielen  ein  Überblick  über  den  aktuellen  Kenntnisstand  zu  den 
Wirkmechanismen und den biologischen Effekten von Isoflavonen gegeben werden. 
 
Isoflavone  sind  Liganden  beider  ER,  wobei  Genistein  mit  einer  7‐48 fach  höheren 
Selektivität an den ERβ bindet  [20, 135, 178, 180]. Nach der Bindung an die ER können 
Isoflavone,  entweder  über  den  klassischen  Mechanismus  via  ERE,  oder  via  des 
Jun / Fos‐Komplexes die Transkription östrogensensitiver Gene modulieren [186]. Jedoch 
ist auch eine  Interaktion  von  Isoflavonen mit dem membranständigen GPCR30 möglich 
[342].  Der  weitere  Ablauf  der  Signalkaskade  ist  identisch  mit  denen  der  endogenen 
Östrogene und kann in Kapitel  1.5.1 nachgelesen werden. 
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Einige Isoflavone, allen voran Genistein, inhibieren wichtige Signalwege für Zellwachstum 
und  Proliferation,  was  mit  Auswirkungen  auf  multiple  Organsysteme  verbunden  ist. 
Genistein inhibiert beispielsweise die Aktivität von Protein‐Tyrosin‐Kinasen (PTK) in vielen 
Gewebetypen, z. B. Brustkrebszellen, und verlangsamt dadurch die Tumorgenese  [5, 36, 
277].  Neben  PTK  inhibiert  Genistein  auch  tumorgeneseassoziierte  DNA‐Replikations‐
enzyme  wie  DNA  Topoisomerase I und II  oder  auch  das  Matrixmetalloprotein 9  [185, 
258].  Hinzu  kommt,  dass  Isoflavone  auch  antioxidative  und  antiinflammatorische 
Eigenschaften  haben  [298].  Diese  ER‐unabhängigen Wirkungen  von  Isoflavonen  legen 
nahe,  dass  sie  das  Potenzial  besitzen,  eine  Reihe  von  intrazellulären  Signalwegen  zu 
modulieren, die unter anderem wichtig für das Zellwachstum sind. 
1.6.1.5 Auswirkungen von Isoflavonen auf die Physiologie von Mensch und Tier 
Die  Ergebnisse  einiger  schon  genannter  Studien  geben  Anlass  zur  Annahme,  dass 
Isoflavone  einen  positiven  Einfluss  auf  klimakterische  Beschwerden  sowie 
postmenopauseassoziierte  Krankheitsbilder  besitzen.  Die  Linderung  vasomotorischer, 
perimenopausaler Beschwerden wie Hitzewallungen oder Nachtschweiß durch Isoflavone 
wäre  hier  beispielhaft  zu  nennen.  In westlichen  Industrienationen  leiden  ~70‐80 %  der 
perimenopausalen Frauen unter vasomotorischen Symptomen, während es in asiatischen 
Ländern lediglich ~10–20 % sind [185]. Diese Beobachtung führte zu der Hypothese, dass 
sojabasierte  Isoflavone  für  das  geringere  Auftreten  mitverantwortlich  sein  könnten. 
Wissenschaftliche Studien konnten diesen Zusammenhang nur bedingt bestätigen. In den 
meisten  Studien  kam  es  durch  die  Isoflavonbehandlung  zu  keiner  bzw.  maximal  zu 
lediglich  einer  milden  Linderungen  dieser  Symptome.  Besonders  in  diesem 
Zusammenhang  muss  jedoch  auch  auf  den  in  allen  Studien  aufgetretenen  starken 
Placeboeffekt hingewiesen werden [144, 184, 185, 318]. 
 
Eine  schwerwiegende  Konsequenz  des  Alterns  ist  der  sukzessive  Verlust  von 
Knochenmasse,  der  bei  postmenopausalen  Frauen  infolge  der  ausfallenden  ovariellen 
Östrogenproduktion  eintritt, und bis  zum Krankheitsbild der Osteoporose  führen  kann. 
Östrogene sorgen mit für die Aufrechterhaltung der normalen Knochendichte und es wird 
angenommen,  dass  auch  Isoflavone  dieses  Potenzial  besitzen.  Für  verschiedene 
Phytoöstrogene  inklusive  einiger  Isoflavone  wurden  bereits  knochenprotektive 
Wirkungen  in  OVX  Ratten  nachgewiesen  [45,  81,  84,  128,  312].  Die  Effizienz  dieser 
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Wirkung  ist  aber  stark  von  der  Dosis,  der  Route  und  Dauer  der  Anwendung  sowie  in 
gewissem  Maße  vom  Tiermodell  abhängig.  Denn  in  postmenopausalen  OVX 
Langschwanzmakaken  zeigten  sich  Isoflavone  selbst  nach  dreijähriger  Administration 
wirkungslos  [285].  Verschiedene  Studien  kombinieren  die  hormonellen  Einflüsse  von 
Isoflavonen mit  körperlichem  Training  sowohl  im  Tiermodell  [51,  383,  384]  als  auch  in 
Studien  mit  postmenopausalen  Frauen  [197,  382].  Jedoch  sind  die  Nachweise  für 
messbare,  knochenprotektive  Effekte  von  Isoflavonen  im Menschen  unvollständig.  Die 
momentan  zu  Verfügung  stehenden,  vereinzelten  Studien  an  peri‐  und 
postmenopausalen  Frauen  geben  wenig  Anlass  zur  Annahme,  dass  die  im  Tiermodell 
gezeigten knochenprotektiven Wirkungen von Isoflavonen auf den Menschen übertragbar 
wären [12]. Eine 2009 publizierte Metaanalyse von randomisierten klinischen Studien am 
Menschen  konnte  lediglich  einen  schwachen  Zusammenhang  zwischen  einer  erhöhten 
Aufnahme  von  Isoflavonen  und  einer  gesteigerten  Knochendichte  finden  [202].  Die 
knochenprotektiven Wirkungen von Isoflavonen scheinen demnach von der individuellen 
Fähigkeit abhängig  zu  sein, Equol  zu bilden. Die Metabolisierung von Daidzein  zu Equol 
könnte  zumindest  in  Teilen  erklären,  warum  die  in  Nagern  beobachteten 
knochenprotektiven Wirkungen von Isoflavonen sich im Menschen nicht finden lassen. 
 
In  östrogenen  Zielgeweben  wie  Uterus  oder  Brustdrüse  sind  Östrogene  wirksame 
Mitogene, die die Tumorgenese dieser Organe fördern. Parameter wie frühe Menarche, 
kurze  Stillperioden  oder  eine  geringe  Anzahl  an  Schwangerschaften  erhöhen  die 
lebenslange  Östrogenexposition,  was  in  erhöhten  Risiken  für  die  Entwicklung  von 
Brustkrebs  resultiert  [269].  Hinsichtlich  protektiver  Einflüsse  von  Isoflavonen  auf  die 
Inzidenz  von Brustkrebs  ist  die Datenlage  sehr  heterogen. Abhängig  vom  verwendeten 
Assay, den endogenen Östrogenspiegeln sowie des Lebensabschnittes der Probandin als 
auch  des  untersuchten  Tumortyps,  zeigt  Genistein  sowohl  proliferative  als  auch 
antiproliferative  Eigenschaften  [35,  337].  Beispielsweise  ergaben  in vitro  Studien,  dass 
Genistein  in  hohen  Dosen  das  Wachstum  von  ER‐positiven  sowie  ER‐negativen 
Brustkrebszelllinien hemmt,  aber gleichzeitig  in niedrigeren, physiologischen Dosen das 
Tumorwachstum  fördert  [220,  360].  Dabei wird  vermutlich  der  hemmende  Effekt  der 
hohen  Genistein  Dosis  ER‐unabhängig,  und  der  proliferationsstimulatorische  Effekt 
ER‐abhängig  über  den  genomischen  Weg  vermittelt  [360].  Diverse  epidemiologische 
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Studien  und Metaanalysen  konnten  hinsichtlich  humaner  Daten  kein  eindeutiges  Bild 
liefern. Eine Studie beschreibt ein 32 % verringertes Brustkrebsrisiko in Frauen mit hohen 
Genistein Plasmaspiegeln [354]. Die Autoren einer Metaanalyse kommen zu dem Schluss, 
dass in asiatischen Frauen das Risiko einen Brustkrebs zu entwickeln umso mehr sinkt, je 
größer  die  Menge  an  aufgenommenem  Soja  ist  [379].  Einen  vergleichbaren 
Zusammenhang für kaukasische Frauen fanden die Autoren nicht. Paradoxerweise zeigen 
die  Resultate  einer  anderen  Metaanalyse  einen  protektiven  Effekt  von  Soja  in 
kaukasischen nicht aber in asiatischen Frauen [349]. 
Mittlerweile  scheint  es  eindeutig  belegt,  dass  der  Einfluss  von  Phytoöstrogenen  auf 
hormonabhängige Krankheitsbilder im Alter am stärksten ist, wenn die Exposition bereits 
präpubertär  bzw.  pränatal  beginnt.  In  der  Ratte  konnte  gezeigt  werden,  dass 
Nachkommen weniger Brusttumore entwickeln, wenn ihre Mütter während Trächtigkeits‐ 
und  Laktationsphase 25 bzw. 250 mg GEN pro Kilogramm  Futter  aufnahmen  [103]. Die 
Resultate einer Querschnittsstudie mit 694  zweijährigen Mädchen  zeigten eine erhöhte 
Prävalenz  zur  Ausbildung  von  Brustknospen  (prämature  Thelarche),  nachdem  sie  mit 
sojahaltiger  Säuglingsnahrung  ernährt  wurden  [398].  Inwieweit  diese  frühe  Exposition 
einen Einfluss auf die spätere Entwicklung von Brustkrebs hat bleibt aber bislang unklar. 
 
In  diesem  Zusammenhang  muss  auch  der  immense  Einfluss  einer  pränatalen 
Isoflavonexposition  auf  den  reproduktiven  Trakt  Erwähnung  finden.  Während  der 
Ontogenese spielen Östrogene eine Schlüsselrolle für die Entwicklung des reproduktiven 
Traktes.  In  verschiedenen  Tiermodellen  konnte  gezeigt werden,  dass  die Manipulation 
von  Östrogenen  während  kritischer  Entwicklungsfenster  (Trächtigkeits‐  und / oder 
Neonatalphase)  durch  die  Exposition  mit  Isoflavonen  zu  einer  Reihe  von  adversen 
Effekten  im reproduktiven Trakt  führt. Beschrieben sind Fehlbildungen der Ovarien, des 
Uterus,  der  Prostata  oder  der  Brustdrüse,  aber  auch  ein  vorzeitiges  Eintreten  der 
Pubertät, Sub‐ bzw.  Infertilität oder die vermehrte Entwicklung von Krebs [66, 111, 199, 
243].  Bei  Nagern  konnte  nachgewiesen  werden,  dass  sich  aufgrund  einer  perinatalen 
Phytoöstrogenexposition der Beginn der Pubertät sowie die Zyklizität der Tiere verändert. 
Subkutan genisteinbehandelte neonatale Mäuse und Ratten verbleiben signifikant länger 
in der Östrusphase des Zyklus, ein Effekt der sich mit dem Alter noch steigert  [23, 145, 
172, 245]. Zusätzlich zeigen diese Tiere eine veränderte Differenzierung der Ovarien, eine 
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reduzierte Fertilität und vermehrt Uteruskarzinome  im Erwachsenenalter [269]. Ursache 
für einige dieser Effekte könnte eine gestörte HPG‐Achse sein, da neonatal mit Genistein 
exponierte Tiere eine verminderte Hypophysenresponsivität sowie eine supprimierte LH 
Produktion als Antwort auf einen GnRH Stimulus zeigen [95]. Die Fertilitätsdisruption von 
Nagerweibchen  scheint mit  der Dosis  der  neonatalen Genisteinexposition  korreliert  zu 
sein. Während  sich die Fertilität von  zwei Monate alten Mäusen durch die Behandlung 
mit  25 mg  Genistein  pro  Kilogramm  Körpergewicht  um  50 %  verringert,  resultiert  die 
Dosis  von  50 mg  pro  Kilogramm  Körpergewicht  in  einer  kompletten  Infertilität  dieser 
Tiere  [269].  Vergleichbares  wurde  in  Ratten  beobachtet,  die  nach  einer 
Genisteinexposition  mit  100 mg  pro  Kilogramm  Körpergewicht  ebenfalls  infertil  sind 
[239]. Als Gründe  für die Sub‐ bzw.  Infertilität können veränderte Sexualhormonspiegel 
im  Serum  ausgeschlossen werden,  da  die  P4  und  E2  Konzentrationen  dieser  Tiere  im 
Normbereich  liegen.  Jedoch zeigen die Tiere vermehrt uterine Reabsorptionsstellen, die 
für eine gestörte Implantation der Blastozysten sprechen [269].  
 
Einige  der  am  Tiermodell  beobachteten  Auswirkungen  einer  intrauterinen  bzw. 
neonatalen  Isoflavonexposition  können  auch  beim  Menschen  beobachtet  werden.  Es 
kann  beispielsweise  beobachtet  werden,  dass  das  Durchschnittsalter  bei  Menarche, 
Thelarche und sexueller Frühreife von Mädchen westlicher Nationen stetig abnimmt  [8, 
268]. Gleichzeitig reduziert sich auch die Fertilität beider Geschlechter [334]. Neuerdings 
wird  deshalb  vermehrt  diskutiert,  ob  die  peri‐  bzw.  neonatale  Exposition  gegenüber 
Isoflavonen mitverantwortlich  für diese Vorkommnisse  sein könnte. Beim Menschen  ist 
eine  sojabasierte  Säuglingsnahrung  die  Hauptquelle  für  eine  neonatale 
Isoflavonexposition. Bereits im Alter von vier Wochen sind Säuglinge befähigt, Isoflavone 
effektiv  zu  verdauen,  zu  absorbieren  und  zu  exkretieren  [140].  Die  Exposition  mit 
Isoflavonen durch  sojabasierte Säuglingsnahrung  ist höher als bei den meisten anderen 
diätetischen  Isoflavonquellen  [102, 152, 313, 314]. Säuglinge nehmen bei dieser Art der 
Ernährung  täglich  ~6‐9 mg  Isoflavone  pro  Kilogramm  Körpergewicht  auf, was  etwa  der 
siebenfachen  Menge  einer  täglichen  Dosis  für  Erwachsene  entspricht,  die  eine 
traditionelle  sojabasierte  Ernährung  verwenden  [21,  102,  314].  Aus  dieser  Exposition 
resultieren  Isoflavonplasmaspiegel,  die mehrere  tausendfach  höher  sind  als  die  der  zu 
dem  Zeitpunkt  vorhandenen  endogenen  Östrogene  [17,  315].  Die  hohen 
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Isoflavonplasmaspiegel  können  viele  der  im  Tiermodell  beobachteten  adversen 
physiologischen  Effekte  auslösen.  So  zeigte  eine  prospektive  Studie  mit  Babys  und 
Kleinkindern,  dass  die  Mädchen  mit  sojabasierter  Säuglingsnahrung  eher  ein 
östrogenisiertes  Vaginalepithelium  aufzeigten  als  ihre  sojafrei  ernährten 
Altersgenossinnen,  was  ein  klares  Indiz  für  das  östrogene  Potenzial  dieser 
Säuglingsnahrung darstellt [30].  
1.6.2 Östrogenrezeptorsubtypspezifische Agonisten 
Die  molekularen  und  physiologischen  Funktionen  der  beiden  ER‐Subtypen  sind  sehr 
komplex und  schon  in einer Vielzahl von Studien untersucht worden. Zu diesem Zweck 
finden oftmals ER‐Knock‐Out Tiermodelle (αERKO, βERKO und α/βERKO) Anwendung, die 
aber den großen Nachteil haben, dass sie keinen Einblick darüber geben, welche Funktion 
der  ER  in einem normal entwickelten Organismus hat. Um die  Funktion des  jeweiligen 
Rezeptors im normal entwickelten Organismus untersuchen zu können, sind verschiedene 
subtypspezifische  Liganden  entwickelt  worden.  Es  handelt  sich  dabei  um  synthetisch 
hergestellte agonistische Liganden, die die molekularen / physiologischen Wirkungen von 
Östrogenen  selektiv  jeweils über einen der beiden  Subtypen  vermitteln. Hinzu  kommt, 
dass  sich  aufgrund  der  unterschiedlichen  Gewebeverteilung  der  ER‐Subtypen  gezielt 
gewebespezifische  östrogene  Effekte  auslösen  lassen.  So  vermittelt  ein  ERβ‐selektiver 
Agonist nur östrogene  Effekte  in Geweben, die den  ERβ exprimieren und wenige oder 
keine in Geweben mit prädominanter ERα Expression [104]. 
Mittlerweile  sind  eine  Reihe  von  ER‐subtypspezifischen  Agonisten  erhältlich,  die  sich 
jedoch in ihrer Selektivität und ihrem Transaktivierungspotenzial unterscheiden [104, 123, 
221,  332].  Es  handelt  sich  in  erster  Linie  um  Steroidderivate,  jedoch  kann  die 
Grundstruktur  auch  nicht‐steroidalen Ursprungs  sein  [121,  131]. Die  Selektivität  dieser 
Substanzen  ist zwar dosisabhängig, nichtsdestotrotz stellen sie gute Werkzeuge dar, um 
beispielsweise die Rezeptorselektivität von Isoflavonen zu beurteilen.  
Bei den  im Rahmen dieser Arbeit verwendeten ER‐subtypspezifischen Agonisten handelt 
es  sich um den  ERα‐selektiven Agonisten 16α‐LE2  sowie den  ERβ‐selektiven Agonisten 
8β‐VE2, welche beide ein steroidales Grundgerüst aufweisen [104, 123] (Abbildung  1.9). 
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Abbildung  1.9 Strukturformeln der östrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten 16α‐LE2 und 8β‐VE2. 
 
In vitro  Studien  zeigten,  dass  der  ERα‐Agonist  16α‐LE2  in  Transaktivierungsassays  eine 
300 fach  höhere  Potenz  über  den  ERα  als  über  den  ERβ  vermittelt. 
Rezeptorbindungsstudien ergaben eine 125 fache (Ratte) bzw. 70 fache (Human) höhere 
Selektivität  für den ERα, was einer  relativen Bindungsaffinität von 12,5  (Ratte) bzw. 57 
(Human) entspricht [104]. 
In den gleichen Studien zur Transaktivierung und Rezeptorbindung ergaben sich  für den 
ERβ‐Agonisten 8β‐VE2 eine 190 fach höhere relative Potenz bei der Vermittlung über den 
ERβ als über den ERα. Des Weiteren eine 93 fach (Ratte) bzw. 180 fach (Human) höhere 
Selektivität  für den ERβ. Das entspricht einer  relativen Bindungsaffinität von 67  (Ratte) 
bzw. 83 (Human) [104, 123]. 
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1.7 Zielstellung der Arbeit 
Aktuell  wird  kontrovers  diskutiert,  ob  hormonell  aktive  Pflanzeninhaltsstoffe 
gesundheitliche  Risiken  für  den  Konsumenten  bergen  oder  ob  ihr  Nutzen  hinsichtlich 
diverser  hormonabhängiger  Krankheitsbilder  überwiegt.  Die  molekularen 
Wirkmechanismen  dieser  Phytoöstrogene  sind  sehr  komplex  und  bislang  nur 
unzureichend aufgeklärt. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, die Kenntnis über die 
Wirkmechanismen zumindest für die Gruppe der Isoflavone zu vertiefen.  
 
Im Speziellen sollen anhand von physiologischen Parametern wie dem Körpergewicht, der 
Futteraufnahme  oder  dem  Uterusgewicht,  aber  auch  durch  molekularbiologische 
Untersuchungen  zur  Gen‐  und  Proteinexpression,  die  Auswirkungen  einer 
kontinuierlichen  Exposition  gegenüber  Isoflavonen,  die  über  die  Nahrung  verabreicht 
werden, während hormonsensitiver Phasen der Entwicklung des Organismus in zweierlei 
Hinsicht  untersucht  werden:  Erstens,  inwieweit  beeinflusst  diese  Exposition  die 
proliferativen Ereignisse  im Uterus juveniler bzw. adulter Organismen? Dies  ist vor allem 
hinsichtlich  der  Einschätzung  etwaiger  tumorpromotionsfördernder  Wirkungen  dieser 
Substanzen von Bedeutung. Und zweitens, welchen Einfluss hat diese Exposition auf die 
Sensitivität des  juvenilen bzw. adulten Uterus gegenüber exogenen östrogenen Stimuli? 
Des Weiteren soll mittels östrogenrezeptorsubtypspezifischer Agonisten geklärt werden, 
ob die beobachteten Effekte über einen spezifischen Rezeptorsubtyp vermittelt werden 
oder ob beide Subtypen involviert sind.  
In einem weiteren Tierexperiment  soll dann  zusätzlich der Einfluss von Gestagenen auf 
die molekularen Wirkungen  von Genistein  in  Ab‐  und  Anwesenheit  von  E2  untersucht 
werden. Bei diesem Experiment geht es konkret um die Klärung der Frage, ob und wie P4 
die genisteinregulierten Prozesse  im Uterus moduliert. Außerdem soll geklärt werden  in 
welcher Weise P4 etwaige  antiöstrogene  Effekte  von Genistein  in Anwesenheit  von  E2 
moduliert.  
 
Die  erhobenen  Befunde  aus  den  Experimenten  tragen  dazu  bei,  die  molekularen 
Wirkmechanismen von Isoflavonen besser zu verstehen, wodurch sich im Anschluss auch 
die Risikobewertung dieser potenten Naturstoffe erheblich verbessert. 
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2 Materialien 
2.1 Aufstellung der verwendeten Materialien und Laborgeräte 
Antikörper  Firma  Stadt  Land 
anti‐Aktin (20‐33), IgG  Sigma‐Aldrich  Hamburg  Deutschland 
anti‐ERa (HC‐20), IgG, polyklonal  Santa Cruz  Heidelberg  Deutschland 
anti‐ERb (Y‐19), IgG, polyklonal  Santa Cruz  Heidelberg  Deutschland 
anti‐PCNA, IgG, monoklonal  Dako Cytomation  Hamburg  Deutschland 
NOVADetect Mouse Tissue Detection System, 
Anti‐Mouse, HRPO / DAB 
Dianova  Hamburg  Deutschland 
Polyklonal Kaninchen‐anti‐Ziege, IgG (H+L), HRPO  Dianova  Hamburg  Deutschland 
Polyklonal Ziege‐anti‐Kaninchen, IgG (H+L), HRPO  Dianova  Hamburg  Deutschland 
Polyklonal Ziege‐anti‐Maus, IgG (H+L), HRPO  Dianova  Hamburg  Deutschland 
 
Enzyme  Firma  Stadt  Land 
DNAse I   Promega  Mannheim  Deutschland 
MMLV Reverse Transkriptase  Promega  Mannheim  Deutschland 
Platinum Taq DNA Polymerase   Invitrogen  Karlsruhe  Deutschland 
RNase Out  Invitrogen  Karlsruhe  Deutschland 
Taq DNA Polymerase  Invitrogen  Karlsruhe  Deutschland 
 
Laborgeräte  Firma  Stadt  Land 
96 Well Mikrotiterplatte  VWR  Darmstadt  Deutschland 
Amersham Hyperfilm ECL  GE Healthcare  Buckinghamshire  Großbritannien
Axiolab 3 Mikroskop  Zeiss  Jena  Deutschland 
C1000 Thermal Cycler inkl.                                 
CFX96 Real Time System 
BIO‐RAD  München   Deutschland 
Deckgläser  Carl Roth  Karlsruhe  Deutschland 
Dismembrator  Sartorius  Göttingen  Deutschland 
Elektrophoresekammer   BIO‐RAD  München   Deutschland 
Filterpapiere  BIO‐RAD  München   Deutschland 
Histokassetten  Polysciences  Warrington  USA 
Homogenisators  Fisher Scientific  Schwerte  Deutschland 
Hybridisierungsofen  Biometra  Göttingen  Deutschland 
Hybridisierungsofen   Biometra  Göttingen  Deutschland 
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Laborgeräte (Fortsetzung)  Firma  Stadt  Land 
ICycler  BIO‐RAD  München   Deutschland 
Nanodrop 1000 Spektrophotometer  PeqLab  Erlangen  Deutschland 
Paraffinausgießstation  Ames Company  Elkhart  USA 
Plattenphotometer  Tecan  Crailsheim  Deutschland 
polylysinbeschichtete Objektträger  VWR  Darmstadt  Deutschland 
PVDF‐Membran   Millipore  Massachusetts  USA 
Reaktionsgefäße  Sarstedt  Nümbrecht  Deutschland 
Rotationsmikrotoms                                     
(Reichert‐Jung, Modell 1140, Autocut) 
Leica   Bensheim  Deutschland 
SPOT Digitalkamera Modell 1.4.0 
Diagnostic 
Instruments 
Sterling Heights  USA 
Tissue Tek VIP 2000 Einbettautomaten  Miles Scientific  Naperville  USA 
Transblot SD SemiDry Transfer Cell   BIO‐RAD  München   Deutschland 
Trockenschrank  Heraeus Elektronic  Hanau  Deutschland 
Wasserbad  VWR  Darmstadt  Deutschland 
 
Substanzen / Chemikalien  Firma  Stadt  Land 
16alpha‐LE2 
Bayer Schering 
Pharma 
Berlin  Deutschland 
17beta‐Östradiol  Sigma‐Aldrich  Hamburg  Deutschland 
8beta‐VE2 
Bayer Schering 
Pharma 
Berlin  Deutschland 
Chemilumineszenz Detektions Reagenz     
ECL Plus™ Western Blotting 
GE Healthcare  Buckinghamshire  Großbritannien
Entellan   Merck  Darmstadt  Deutschland 
Entwickler / Fixiererlösung  Kodak  La Hulpe  Belgien 
Genistein  LC Laboratories  Woburn  USA 
Kupfer(II)‐sulfat und Bicinchoninsäure  Interchim  Montluçon  Frankreich 
PageRuler™ Prestained Protein Leiter  Fermentas  St. Leon‐Rot  Deutschland 
Pap‐Pen   Ted Pella  Redding  USA 
peqGOLD TriFast™  PeqLab  Erlangen  Deutschland 
Progesteron   Sigma‐Aldrich  Hamburg  Deutschland 
RNAse ExitusPlus™  AppliChem  Darmstadt  Deutschland 
Rotiphorese® Gel 30  Carl Roth  Karlsruhe  Deutschland 
Sybr Green I  Sigma‐Aldrich  Hamburg  Deutschland 
TEMED  Carl Roth  Karlsruhe  Deutschland 
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Tierfutter  Firma  Stadt  Land 
2019 Harlan Teklad Standard Nagerdiät 
Harlan‐
Winkelmann 
Borchen  Deutschland 
8604 Harlan Teklad Rodent Diet 
Harlan‐
Winkelmann 
Borchen  Deutschland 
Sniff SM R/M H, 10 mm, Phytoöstrogenarm  Ssniff  Soest  Deutschland 
 
2.2 Pufferlösungen und Reagenzien 
2.2.1 Proteinextraktion 
Präparationspuffer (pH 7,4)     
  Saccharose  240 mM 
  PIPES  20 mM 
  EDTA  10 mM 
  NaH2PO4  50 mM 
  PMSF in DMSO  1 mM 
 
Gefrierpuffer (pH 7,2)     
  Saccharose  400 mM 
  PIPES  5 mM 
  EDTA  10 mM 
  NaH2PO4  50 mM 
  Tris‐HCl  5 mM 
2.2.2 SDS‐Gelelektrophorese 
4x Sammelgelpuffer (pH 6,8)     
  Tris  30,25 g 
  0,4 % SDS  2 g 
  Aqua bidest.  auf 500 ml auffüllen 
 
4x Trenngelpuffer (pH 8,8)     
  Tris  90,75 g 
  0,4 % SDS  2 g 
  Aqua bidest.  auf 500 ml auffüllen 
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10x Elektrophoresepuffer     
  Tris  30 g 
  Glycin  144 g 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
1x Elektrophoresepuffer     
  Tris  3 g 
  Glycin  14,4 g 
  10 % SDS  10 ml 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
6x Ladepuffer (Lämmli)     
  Tris  0,21 g 
  Glycerin  1,8 ml 
  SDS  0,52 g 
  Bromphenolblau  2 mg 
  Aqua bidest.  auf 5 ml auffüllen 
2.2.3 „Semi‐dry“ Blotting 
Transferpuffer     
  10x Elektrophoresepuffer  100 ml 
  10 % SDS  10 ml 
  100 % Methanol  100 ml 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
Ponceau S Färbelösung     
  Ponceau S  2 g 
  100 % Trichloressigsäure  30 ml 
  Aqua bidest.  auf 100 ml auffüllen 
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2.2.4 Antikörper‐Inkubation 
Waschpuffer PBST     
  Na2HPO4 * 2 H2O  14,24 g 
  NaH2PO4 * H2O  2,76 g 
  NaCl  5,84 g 
  Tween 20  1 ml 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
Blockpuffer     
  Magermilchpulver  0,5 g 
  PBST  auf 10 ml auffüllen 
2.2.5 Zweitdetektion der PVDF‐Membran 
Strip‐Lösung (pH 6,7)     
  Tris  1,51 g 
  SDS  4 g 
  β‐Mercaptoethanol  1,4 ml 
  Aqua bidest.  auf 200 ml auffüllen 
2.2.6 Fixierung von Geweben 
4 % Formaldehydlösung     
  Formaldehyd (37 %)  100 ml 
  Na2HPO4 (wasserfrei)  6,5 g 
  NaH2PO4 * H2O  4 g 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
1x PBS (pH 7,4)     
  Na2HPO4 * 2 H2O  14,4 g 
  NaH2PO4 * H2O  2,6 g 
  NaCl  8,8 g 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
4 % Paraformaldehydlösung (pH 7,4)   
  Paraformaldehyd  4 g 
  1x Phosphatpuffer  auf 100 ml auffüllen 
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2.2.7 Immunohistochemie 
10 mM Tris‐EDTA (pH 9)     
  Tris  1,21 g 
  EDTA  0,37 g 
  Aqua bidest.  auf 1000 ml auffüllen 
 
2.3 Untersuchungs‐ und Referenzsubstanzen 
Die  in  den  tierexperimentellen  Studien  verwendeten  Substanzen  dienten  entweder  als 
Untersuchungs‐  oder  als  Referenzsubstanzen  und  wurden  subkutan  appliziert.  Die 
Konzentrationen  variierten  zwischen  den  verschiedenen  Studien,  weshalb  sie  den 
jeweiligen  Kapiteln  über  die  Organisation  und  Durchführung  der  einzelnen 
tierexperimentellen Studien entnommen werden können (Kapitel  2.6.1 ‐  2.6.3). Folgende 
Substanzen fanden Verwendung: 
 
Tabelle  2.1 Namen und chemischen Bezeichnungen der applizierten Substanzen 
Name  Chem. Bezeichnung
17β‐Östradiol (E2)  1,3,5[10]‐estratriene‐3,17β‐diol
Genistein (GEN)  4´,5,7‐trihydroxyisoflavone
Selekt. ERα‐Agonist (16α‐LE2)  3,17‐dihydroxy‐19‐nor‐17α‐pregna‐1,3,5(10)‐triene‐3,17β‐diol
Selekt. ERβ‐Agonist (8β‐VE2)  8‐vinylestra‐1,3,5(10)triene‐3,17β‐diol
Progesteron (P4)  4‐pregnene‐3,20‐dione
 
E2  und  P4  wurden  von  Sigma‐Aldrich  (Hamburg,  Deutschland)  und  Genistein  von 
LC Laboratories  (Woburn,  USA)  bezogen.  Die  östrogenrezeptorsubtypspezifischen 
Agonisten  16α‐LE2  und  8β‐VE2  wurden  freundlicherweise  von 
Dr. Karl‐Heinrich Fritzemeier von der Bayer Schering Pharma AG (Berlin, Deutschland) zur 
Verfügung gestellt. 
2.4 Überblick über die untersuchten uterinen Markergene 
Zur Abschätzung  der molekularen Wirkungen  der  verschiedenen Diäten  respektive  der 
subkutan applizierten Untersuchungssubstanzen fanden auf mRNA Ebene diverse uterine 
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Marker für Proliferation und Östrogenität Anwendung. Gleichzeitig wurden ebenfalls die 
Gene  der,  für  die  Vermittelung  dieser  Effekte  nötigen,  endogenen  Steroidrezeptoren 
untersucht.  Da  es  sich  bei  allen  Genen  um  wissenschaftlich  gut  etablierte  uterine 
Markergene  handelt,  werden  diese  nur  tabellarisch  (Tabelle   2.2)  mit  Angabe  der 
entsprechenden Referenzen dargestellt. 
 
Tabelle  2.2 Aufstellung der verwendeten etablierten uterinen Markergene 
Name  Relevanz / Marker für….  Referenz 
Antigen identifiziert durch den 
monoklonalen Antikörper Ki67 
(Ki67) 
Proliferationsmarker  [109] 
Clusterin (Clu)  Östrogenitätsmarker  [39, 222, 375, 385] 
Cytochrom‐c‐oxidase                    
Untereinheit 1A (1A) 
mitochondrial kodiertes Referenzgen  [76] 
Insulin‐ähnlicher                
Wachstumsfaktor 1 (Igf1) 
östrogensensitiver Proliferationsmarker  [371] 
Insulin‐ähnlicher 
Wachstumsfaktor 1 Rezeptor 
(Igf1‐R) 
endogener Rezeptor für IGF‐1; 
östrogensensitiver Proliferationsmarker 
[371] 
Komplement C3 (C3)  Östrogenitätsmarker  [74, 223, 252] 
Östrogenrezeptor α (ESR1) 
endogener Rezeptor für östrogene   
Liganden 
[247, 248] 
Östrogenrezeptor β (ESR2) 
endogener Rezeptor für östrogene   
Liganden 
[180, 247, 248] 
Progesteronrezeptor (PGR) 
endogener Rezeptor für Gestagene; 
Östrogenitätsmarker 
[74, 208, 343] 
Proliferating Cell Nuclear Antigen        
(PCNA) 
östrogensensitiver Proliferationsmarker  [74, 120, 203] 
 
Des  Weiteren  wurden  während  der  Durchführung  dieser  Arbeit  weitere 
östrogenresponsive Gene im Uterus identifiziert, die für das Verständnis der molekularen 
bzw.  physiologischen  Wirkungen  von  Isoflavonen  von  Bedeutung  sind.  Diese  Gene 
werden an den entsprechenden Stellen in den Kapiteln  4.4 und  5.3 näher vorgestellt. 
2.5 Antikörper 
Bei  der  Proteinanalyse  mittels  Immunohistochemie  und  Western Blot  fanden 
verschiedene primäre und sekundäre Antikörper Verwendung.  
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Tabelle  2.3 Primäre Antikörper für Western Blot und Immunohistochemie 
Primärer Antikörper  Quelle Proteingröße
anti‐β‐Aktin (20‐33), IgG,  Kaninchen 42 kDa
anti‐ERa (HC‐20), IgG, polyklonal  Kaninchen 66 kDa
anti‐ERb (Y‐19), IgG, polyklonal  Ziege 56‐59 kDa
anti‐PCNA, IgG, monoklonal  Maus 36 kDa
 
Tabelle  2.4 Sekundäre Antikörper für Western Blot und Immunohistochemie 
Sekundärer Antikörper  Quelle Immunogen
Polyklonal Ziege‐anti‐Kaninchen, IgG (H+L), HRPO  Ziege Kaninchen Antikörper
Polyklonal Ziege‐anti‐Maus, IgG (H+L), HRPO  Ziege Maus Antikörper
Polyklonal Kaninchen‐anti‐Ziege, IgG (H+L), HRPO  Kaninchen Ziege Antikörper
 
Ihre  genaue  Bezeichnung  sowie  die  Zielproteine  (samt  Epitopbezeichnung)  und 
Immunogenität sind den Tabellen 2.3 und 2.4 zu entnehmen. 
2.6 Organisation und Durchführung der tierexperimentellen Studien. 
Allen  durchgeführten  tierexperimentellen  Studien  lag  eine  Genehmigung  für  die 
Versuchsvorhaben  gemäß  § 8 Abs. 1  des  Tierschutzgesetzes,  ausgestellt  von  der 
Landesdirektion  Dresden,  zugrunde.  Sie  wurden  nach  besten  Wissen  und  Gewissen 
durchgeführt.  
Die  Tiere  wurden  unter  kontrollierten  klimatischen  Bedingungen  von  20 ± 1 °C  und 
50‐80 %  Luftfeuchtigkeit  in  der  Tierhaltung  der  Biologie  der  Technischen  Universität 
Dresden gehalten. Zur Aufrechterhaltung eines konstanten Tag / Nacht‐Rhythmus wurden 
die Tiere einer jeweils zwölfstündigen Tag‐ bzw. Nachtphase ausgesetzt. Weiterhin gilt für 
alle  tierexperimentellen  Studien,  dass  die  Tiere  ad libitum  Zugang  zu  mit  HCl 
angesäuertem  Leitungswasser  (pH 3)  hatten.  Die  Nahrung  variierte  je  nach 
Versuchsdesign,  so  dass  deren  Zusammensetzung  sowie  die  entsprechenden 
Herstellerangaben den jeweiligen Kapiteln entnommen werden können.  
In  den  Tierexperimenten  TV 1  (Kapitel  2.6.1)  und  TV 2  (Kapitel  2.6.2)  fanden  eine 
phytoöstrogenfreie  Standarddiät, eine explizit  isoflavonreiche Diät  aus  Sojamehl,  sowie 
eine  gesondert  produzierte  Spezialdiät,  hergestellt  aus  der  phytoöstrogenfreien 
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Standarddiät,  supplementiert  mit  aufgereinigtem  Genistein,  Verwendung.  Im 
Tierexperiment TV 3 (Kapitel  2.6.3) wurde ausschließlich eine Standarddiät für Nagetiere 
(Harlan Teklad 2019, Borchen, Deutschland) verwendet. 
2.6.1 Langzeitexposition gegenüber diätetischen Isoflavonen und deren Einfluss 
auf den Uterus der weiblichen Ratte in der F1‐Generation (TV 1) 
Für  den  generationsübergreifenden  Fütterungsversuch  wurden  23  männliche  und  38 
weibliche Wistar Ratten  im Alter  von 10 Wochen und einem Durchschnittsgewicht  von 
225‐250 g  vom  Züchter  (Janvier,  Le Genest  St. Isle,  Frankreich)  geliefert.  Nach  einer 
Eingewöhnungsphase von etwa sieben Tagen wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip zu 
Paarungsgruppen  zusammengesetzt.  Gleichzeitig  erfolgte  die  Aufteilung  auf  die  drei 
unterschiedlichen Futtertypen. Die erste Gruppe erhielt eine phytoöstrogenfreie Diät mit 
weniger  als  10 µg  Gesamtisoflavongehalt  pro  Gramm  Futter  (Sniff SM R/M H,  10 mm, 
Phytoöstrogenarm, Ssniff, Soest, Deutschland). Die F1‐Weibchen dieser Gruppe bilden die 
phytoöstrogenfreie  Futtergruppe.  Die  zweite  Gruppe  von  Tieren  erhielt  eine 
isoflavonreiche  Spezialdiät  aus  Sojamehl  mit  240 ± 36 µg  Genistein  und  232 ± 10 µg 
Daidzein pro Gramm Futter (8604 Harlan Teklad Nagerdiät; Harlan‐Winkelmann, Borchen, 
Deutschland) [125]. Die dritte Gruppe erhielt eine gesondert hergestellte Spezialdiät aus 
dem  phytoöstrogenfreien  Futter  supplementiert mit  700 mg  aufgereinigtem  Genistein 
pro  Kilogramm  Futter  (Sniff SM R/M H,  10 mm,  Phytoöstrogenarm  supplementiert mit 
700 mg / kg Genistein,  Ssniff,  Soest, Deutschland).  Bei  der  Auswahl  der  Futter wurden 
sowohl die Bruttoenergie als auch die metabolisierbare Energie balanciert.  
2.6.1.1 Effekte einer Langzeitexposition gegenüber diätetischen  Isoflavonen auf 
den Uterus von juvenilen und adulten Wistar Ratten (TV 1a) 
Abbildung   2.1  verdeutlicht  das  experimentelle  Design  für  diesen  Teilversuch.  Die 
tragenden  Weibchen  wurden  konsequent  während  der  ganzen  Trächtigkeits‐  und 
Laktationsphase  mit  den  entsprechenden  Futtern  ernährt.  Für  die  folgenden 
experimentellen  Prozeduren  wurde  dann  ausschließlich  der  weibliche  Teil  der 
Nachkommen  verwendet  (F1‐Weibchen).  Drei  Wochen  post  partum  (Tag 21)  wurden 
sechs juvenile Weibchen aus jeder Futtergruppe, nach vorheriger Anästhesie mittels einer 
1 : 1 Mischung CO2 / O2, durch CO2 Inhalation getötet und die Organe aserviert. 
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Die übrigen weiblichen Nachkommen wurden bis  in das Erwachsenenalter kontinuierlich 
auf den entsprechenden Futtern gehalten. Am Tag 80 post partum wurden jeweils sechs 
Tiere  aus  jeder  Futtergruppe  einer  OVX  unterzogen.  Einer  17 tägigen  Ruhe‐  bzw. 
Heilungsphase,  bei  der  sich  die  endogenen  Östrogen‐  und  Gestagenspiegel  auf  ein 
Minimum reduzieren, folgte die Tötung der Tiere mittels des gleichen Protokolls wie oben 
beschrieben. 
 
phytoöstrogenfreie Diät
isoflavonreiche Diät
genisteinsupplementierte Diät
in utero Exposition postnatale Exposition
17d 
17d 
17d 
Tag 21
Sektion
Tag 97
Sektion
Ovariektomie
 
Abbildung  2.1 Experimentelles Design für den Teilversuch TV 1a 
 
2.6.1.2 Effekte einer Langzeitexposition gegenüber diätetischen  Isoflavonen auf 
die  Sensitivität  des  Uterus  von  juvenilen  Wistar  Ratten  gegenüber 
Östrogenen im immaturen uterotrophen Assay (TV 1b) 
Abbildung   2.2  zeigt  das  experimentelle  Design  für  diesen  Teilversuch.  Die  generellen 
Prozeduren  dieses  Versuchsteils  sind  analog  zu  denen  aus  dem  Teilversuch  TV 1a, 
erweitert um einen immaturen uterotrophen Assay ab Tag 18 post partum. 
Die tragenden Weibchen wurden konsequent auf den entsprechenden Futtern gehalten, 
sodass  deren  Nachkommen  in utero  kontinuierlich  einer  Exposition  gegenüber 
Isoflavonen bzw. Genistein ausgesetzt waren. Die weiblichen Nachkommen aus allen drei 
Futtergruppen  fanden  Verwendung  im  experimentellen  Design.  18 Tage  post  partum 
wurde an den zu diesem Zeitpunkt juvenilen Tieren ein uterotropher Assay durchgeführt. 
Dabei wurden an drei aufeinanderfolgen Tagen jeweils im Abstand von 24 Stunden sechs 
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Weibchen jeder Futtergruppe die in Tabelle  2.5 beschriebenen Dosen der Untersuchungs‐ 
bzw. Referenzsubstanzen subkutan injiziert. 
phytoöstrogenfreie Diät
isoflavonreiche Diät
genisteinsupplementierte Diät
in utero Exposition postnatale Exposition
Tag 21
Sektion
3d
3d
3d
 
Abbildung   2.2  Experimentelles  Design  für  den  Teilversuch  TV 1b.  Immaturer  uterotropher  Assay  mit 
17β‐Östradiol  (E2), Genistein  (GEN) und den  selektive ER Agonisten 16α‐LE2 und 8β‐VE2 als Referenz‐ 
bzw. Untersuchungssubstanzen in juvenilen Wistar Ratten. 
 
Einen  Tag  nach  der  letzten  Substanzgabe  erfolgte  die  Tötung  der  Tiere  analog  dem 
Protokoll  aus  TV 1a  und  die  Präparation  samt  Aservierung  der  Organe  für 
molekularbiologische sowie histologische Untersuchungen. 
 
Tabelle   2.5  Im Teilversuch TV 1b  (immaturer uterotropher Assay) verwendete Substanzen  sowie deren 
Dosierungen [127] 
Substanzen  Dosierungen im uterotrophen Assay
E2  4 µg / kg & d
GEN  10 mg / kg & d
16α‐LE2  10 µg / kg & d
8β‐VE2  100 µg / kg & d
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2.6.1.3 Effekte einer Langzeitexposition gegenüber diätetischen  Isoflavonen auf 
die Sensitivität des Uterus von adulten, ovariektomierten Wistar Ratten 
gegenüber Östrogenen im uterotrophen Assay (TV 1c) 
Wie  im  immaturen  Uterus  (TV 1b)  sollen  auch  im  adulten  Uterus  die  Einflüsse  der 
lebenslangen  Isoflavonexposition  auf  die  gewebespezifischen  Antworten  gegenüber 
östrogenen  Stimuli  untersucht  werden.  Hierzu  wurde  im  Teilversuch  TV 1c  ein 
uterotropher Assay in adulten OVX Weibchen durchgeführt. Das experimentelle Design ist 
der Abbildung  2.3 zu entnehmen. 
 
phytoöstrogenfreie Diät
isoflavonreiche Diät
genisteinsupplementierte Diät
in utero Exposition postnatale Exposition
Tag 97
Sektion
3d
3d
3d
Ovariektomie
Tag 80
14d
14d
14d
 
Abbildung   2.3 Experimentelles Design  für den Teilversuch TV 1c. Uterotropher Assay mit 17β‐Östradiol 
(E2),  Genistein  (GEN)  und  den  selektive  ER  Agonisten  16α‐LE2  und  8β‐VE2  als  Referenz‐  bzw. 
Untersuchungssubstanzen in adulten OVX Wistar Ratten. 
 
Für diesen Versuchsteil wurden die F1‐Weibchen aus allen drei Futtergruppen am Tag 80 
post partum einer OVX unterzogen. Einer zweiwöchigen Ruhephase zur Minimierung der 
endogenen Östrogen‐ bzw. Gestagen‐Spiegel, folgte die Durchführung eines uterotrophen 
Assays.  Bei  dem  standardisierten  Verfahren  wurden  den  Tieren  an  drei 
aufeinanderfolgenden  Tagen  jeweils  im  Abstand  von  24 Stunden  die  in  Tabelle   2.6 
beschriebenen  Substanzen  in  den  dort  angegebenen  Dosierungen  subkutan  injiziert. 
Einen Tag nach der  letzten  Injektion erfolgten die Tötung der Tiere und die Aservierung 
der Organe. 
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Tabelle  2.6 Im Teilversuch TV 1c (Uterotropher Assay) verwendete Substanzen sowie deren Dosierungen 
Dosierungen im uterotrophen Assay 
Substanzen  Phytoöstrogenfreie 
Diät 
Isoflavonreiche
Diät
Genisteinsupplementierte
Diät
E2  4 µg / kg & d  8 µg / kg & d 8 µg / kg & d
GEN  10 mg / kg & d  20 mg / kg & d 20 mg / kg & d
16α‐LE2  10 µg / kg & d  20 µg / kg & d 20 µg / kg & d
8β‐VE2  100 µg / kg & d  200 µg / kg & d 200 µg / kg & d
 
Die  in  diesem  Versuchsteil  verwendeten  Substanzdosierungen  in  den  verschiedenen 
Futtergruppen waren  hinsichtlich  der  E2  Konzentration  im  Bereich  der  in  der  Literatur 
beschriebenen Dosierungen  (4‐10 µg / kg & d)  [75, 253, 396] allerdings doppelt  so hoch 
wie  in  einem  vorhergegangenen  Kurzzeitexperiment  von  Diel  et. al.  [75].  Aus 
Vergleichbarkeitsgründen  wurde  deshalb  der  TV 1c  in  den  isoflavonhaltigen 
Futtergruppen wiederholt. 
2.6.2 Tierversuch  zur  Validierung  der  Ergebnisse  aus  dem  Teilversuch  TV 1c 
(TV 2) 
In  diesem  Tierexperiment  sollen  die  Ergebnisse  aus  dem  Teilversuch  TV 1c  in  einem 
eingeschränkten Rahmen  verifiziert werden. Das  generelle  experimentelle Design  ist  in 
Abbildung  2.3 dargestellt. Es wurden nur die Behandlungen mit 4 µg / kg & d E2 sowie die 
entsprechenden Rizinusöl‐Kontrolle  in  den  Futtergruppen mit  der  isoflavonreichen  und 
der genisteinsupplementierten Diät noch einmal wiederholt.  
2.6.3 Tierversuch  zur  Beurteilung  der  kombinierten  Wirkung  von  Genistein, 
17β‐Östradiol und Progesteron in adulten Wistar Ratten (TV 3) 
Ziel der  tierexperimentellen Studie TV 3 war die Aufklärung, ob und wie Gestagene die 
Genisteinwirkung  in  An‐  und  Abwesenheit  von  E2 modulieren.  Bei  der  Durchführung 
wurde die Wirkung von Genistein in Gegenwart von E2 (1 µg / kg & d) bzw. in Gegenwart 
von E2 und P4 (40 mg / kg & d) vergleichend  in der OVX Ratte erfasst. Zusätzlich wurden 
intakte,  scheinoperierte  (Sham)  Weibchen  mitgeführt,  die  subkutan  mit  Genistein 
(10 mg / kg & d) behandelt wurden. 
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Hierzu  wurden  adulte  weibliche  Wistar  Ratten  zunächst  per  Zufall  in  zwei  Gruppen 
aufgeteilt. Zwölf Tiere wurden scheinoperiert und bildeten somit die intakten Tiergruppen 
mit funktioneller ovarieller Östrogen‐ und Gestagenproduktion. Weitere 45 Tiere wurden 
einer  OVX  unterzogen.  Nach  zweiwöchiger  Ruhe‐ / Heilungsphase  erfolgte  die  erneute 
zufällige Einteilung in die Behandlungsgruppen für den uterotrophen Assay (Tabelle  2.7).  
 
Tabelle  2.7 Verwendete Substanzkombinationen im uterotrophen Assay im Tierexperiment TV 3 
  E2       
[μg / kg & d] 
P4      
[mg / kg & d ] 
GEN    
[mg / kg & d ] 
‐  ‐  ‐ 
Sham 
‐  ‐  10 
‐  ‐  ‐ 
1  ‐  ‐ 
‐  40  ‐ 
‐  ‐  10 
1  40  ‐ 
‐  40  10 
OVX 
1  40  10 
 
Nach  dreitägiger  subkutaner  Behandlung  mit  den  entsprechenden 
Substanzkombinationen, jeweils im Abstand von 24 Stunden, erfolgten die Entnahme der 
Organe sowie deren Aservierung. 
2.7 Organentnahme 
Die  Organentnahme  erfolgte  in  allen  durchgeführten  tierexperimentellen 
Untersuchungen analog etwa 24 Stunden nach der  letzten  subkutanen Behandlung. Am 
jeweiligen Versuchsende wurden die Tiere mittels CO2  Inhalation bei vorhergegangener 
leichter  Narkose  durch  ein  1 : 1  O2 / CO2‐Gemisch  getötet.  Der  Bestimmung  des 
Körpergewichts  folgten  die  Sektion  der  Tiere,  die  Entnahme  von  venösem  Blut  zur 
Gewinnung  von  Blutplasma  und  ‐serum  und  das  Freipräparieren  der  gewünschten 
Organe. Eine Aufstellung aller aservierten Organe kann Tabelle  2.8 entnommen werden. 
Im Falle der Gewebe Herz, Leber und Uterus wurde alles assoziierte Fettgewebe entfernt 
und die Feuchtgewichte mittels einer Feinwaage bestimmt. Ein Teil der Gewebe wurde 
für molekularbiologische Untersuchungen Schock gefroren und anschließend in flüssigem 
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Stickstoff  gelagert;  der  andere  Teil wurde  für  immunohistologische Untersuchungen  in 
4 % Formaldehyd‐ bzw. Paraformaldehyd‐Lösung  für 4 Stunden  fixiert und anschließend 
in Paraffin eingebettet. 
 
Tabelle   2.8 Aufstellung  aller  in  den  tierexperimentellen  Studien  aservierten Organe. Die Gewebe  sind 
nach Art der Aservierung sowie alphabetisch sortiert. 
Vena cava
Uterus
Tibia
M. gastrocnemius
(in TissueTec)
Vena cavaVena cavaMukosa
UterusVaginaMilz
TibiaUterusMamma
OvarianVena cavaMilzLunge
MammaUterusMammaLeber
VaginaLeberTibiaLungeKolon (proximal)
UterusKolon (proximal)LeberLeberHypophyse
MammaHypophyseKolon (proximal)Kolon (proximal)Herz
LeberDuodenum (proximal)VaginaHypophyseHerzDuodenum (proximal)
Kolon (proximal)Blut (Plasma/Serum)UterusBlut  (Plasma/Serum)Duodenum (proximal)Blut (Plasma/Serum)
Duodenum (proximal)AortaKolon (proximal)AortaAortaAorta
4 % ParaformaldehydN24 % ParaformaldehydN24 % FormaldehydN2
Tierexperiment 3 (TV 3)Tierexperiment 2 (TV 2)Tierexperiment 1 (TV 1a‐c)
 
 
Die Uteri der Versuchstiere bilden die Hauptuntersuchungsorgane  in dieser Arbeit. Das 
Uterusfeuchtgewicht  stellt  neben  den  histologischen  Parametern  wie  Vaginal‐  und 
Uterusepithelhöhen  ein  valides Kriterium  zur Bestimmung der östrogenen Wirksamkeit 
bzw. Potenz von Substanzen dar. 
 
Für  die  Bestimmung  des  Isoflavongehaltes  im  Blut  wurde  den  Tieren  bei  der  Sektion 
sowohl Blutplasma als auch ‐serum entnommen. Für die Gewinnung des Plasmas wurden 
2ml frisches Blut mit 200 µl 3,8 % Natriumcitrat gemischt und 5 min auf Eis inkubiert und 
für 3 min bei 4000 rpm  zentrifugiert. Für die Gewinnung des Serums wurde das gleiche 
Volumen  Frischblut  entnommen,  5 min  zur  Koagulation  auf  Eis  gestellt  und  ebenfalls 
zentrifugiert.  Das  im  jeweiligen  Überstand  befindliche  Plasma / Serum  wurde 
abschließend bei ‐20°C gelagert. 
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3 Methoden 
3.1 Genexpression 
3.1.1 RNA‐Extraktion und cDNA‐Synthese 
Die Basis der durchgeführten Genexpressionsanalysen bildete die  zuvor aus  jedem Tier 
einzeln  präparierte  Gesamt‐RNA.  Eventuelle  Kontaminationen  mit  genomischer  DNA 
wurden  durch  einen  DNAse‐Verdau  eliminiert,  was  anschließend  mittels  einer 
Kontroll‐PCR  überprüft  wurde.  Während  der  reversen  Transkription  erfolgte  das 
Umschreiben  der mRNA  in  cDNA.  Auch  dieser  Schritt  wurde mittels  PCR  kontrolliert. 
Abschließend  standen  die  benötigten  cDNA  für  die  semiquantitativen 
Genexpressionsanalysen zur Verfügung. 
3.1.1.1 Extraktion der Gesamt‐RNA 
Die  Extraktion  der  zellulären  Gesamt‐RNA  aus  den  Geweben  erfolgte  nach  der 
Phenol‐Chloroform‐Methode von Chomczynski und Sacchi [52]. 
Für die Extraktion wurden tiefgefrorene Teflongefäße verwendet, die zuvor mittels einer 
zehnminütigen Behandlung mit RNAse ExitusPlus™ (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) 
bei  Raumtemperatur  von  eventuellen  Kontaminationen  durch  RNAsen  befreit wurden. 
Die  in  flüssigem  Stickstoff  gelagerten  Gewebeproben  wurden  in  die  Teflongefäße 
überführt  und  darin  mittels  einer  Eisenkugel  zweimal  für  eine  Minute  bei 
2000 Schwingungen  homogenisiert. Nach  Zugabe  von  1 ml  peqGOLD  TriFast™  (PeqLab, 
Erlangen, Deutschland) wurde  das Gemisch  in  ein  Eppendorfgefäß  überführt  und  nach 
Herstellerangaben  weiter  behandelt.  Die  durch  Isopropanol  ausgefällte  RNA  wurde 
zweimal mit eiskaltem 75 % Ethanol gewaschen, das Pellet getrocknet und  in 20‐150 µl 
HPLC‐Wasser aufgenommen. 
3.1.1.2 Bestimmung der RNA‐Konzentration sowie Kontrolle der RNA‐Qualität 
Die Konzentrationen der  isolierten RNA wurden am Nanodrop 1000 Spektrophotometer 
(PeqLab, Erlangen, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Aus dem 
Verhältnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm können Rückschlüsse auf die Reinheit 
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der  präparierten  RNA  getroffen  werden.  Unter  optimalen  Bedingungen  lag  dieser 
260 / 280‐Ratio bei 1,8 ‐ 2,0.  
Da  neben  qualitativ  hochwertiger  und  funktionsfähiger  RNA  auch  z. B.  durch  RNAsen 
degradierte RNA  in der Konzentrationsbestimmung mit einbezogen werden, diese aber 
nicht für den weiteren Verlauf verwendet werden sollen, erfolgte die Durchführung einer 
gelelektrophoretischen Auftrennung von  jeweils 1 µg RNA  in einem mit Ethidiumbromid 
gefärbten  1 %  Agarosegel.  Abschließend  wurden  die  nichtdegradierten  RNAs  aus  den 
gleichen  Behandlungsgruppen  gepoolt  und  die  Konzentration  der  einzelnen  RNA‐Pools 
erneut photometrisch bestimmt. 
3.1.1.3 Beseitigung von DNA‐Kontaminationen mittels DNAse‐Verdau 
Genomische, wie  auch mitochondriale  DNA  stört während  der  Genexpressionsanalyse 
und wird deshalb mittels eines DNAse‐Verdaus nach dem Protokoll  von Maniatis et. al. 
eliminiert [300]. Tabelle  3.1 zeigt die Zusammensetzung für einen Reaktionsansatz. 
 
Tabelle  3.1 Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes für den DNAse‐Verdau nach Maniatis et. al. [300] 
Komponente  Menge / Volumen
RNA  3 µg 
10x PCR‐Puffer  1 µl 
DNAse I (1U/µl)  1 µl 
RNAse Out (40U/µl)  0,5 µl 
HPLC‐Wasser  auf 10 µl auffüllen
 
Es  wurden  jeweils  3 µg  RNA  mit  DNAse I  (Promega,  Mannheim,  Deutschland)  sowie 
RNAse Out (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) für 60 min bei 37 °C  inkubiert. Durch die 
Zugabe von 1 µl EDTA  (25 mM) und eines 5 min Denaturierungsschritts bei 80 °C wurde 
die Reaktion abgestoppt. Die Kontrolle des Verdaus erfolgte via PCR mit Primern für die 
Cytochrom c oxidase Untereinheit 1A  als Referenzgen  (Sequenzen  Tabelle   3.4).  1 µl  der 
verdauten RNA diente als Template  für die PCR und 1 µl eines uterinen cDNA‐Pools als 
Positivkontrolle. Bei erfolgreichem Verlauf der Test‐PCR  (Zusammensetzung Tabelle   3.5) 
sollte einzig die Positivkontrolle eine Amplifikation sowie einen passenden Schmelzpunkt 
aufweisen.  
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3.1.1.4 Synthese der “complementary DNA” (cDNA) 
Die  Synthese  der  First‐Strand cDNA  erfolgte  ebenfalls  nach  dem  Protokoll  von 
Maniatis et. al.  [300].  Die  RNA  wird  mit  Hilfe  von  Oligo dT  Primern  und  der  MMLV 
Reversen Transkriptase (Promega, Mannheim, Deutschland) in cDNA umgeschrieben. Die 
Zusammensetzung eines cDNA‐Synthese Reaktionsansatzes kann Tabelle  3.2 entnommen 
werden. 
 
Tabelle  3.2 Zusammensetzung eines cDNA‐Synthese Reaktionsansatzes nach Maniatis et. al. [300] 
Komponente  Volumen 
RNA aus DNAse‐Verdau  10 µl 
10x PCR‐Puffer  1 µl 
Oligo dT18‐Primer (10 mM)  1 µl 
dNTP´s (10 mM)  1 µl 
MgCl2 (50 mM)  1 µl 
RNAse Out (40U/µl)  0,5 µl 
MMLV‐Reverse Transkriptase (200U/µl)  1 µl 
HPLC‐Wasser  auffüllen auf 20 µl 
 
Die Synthese der cDNA erfolgte für 45 min bei 42 °C und wurde durch eine fünfminütige 
Denaturierung bei 95 °C abgestoppt. Abschließend wurde die cDNA mit HPLC‐Wasser 1 : 2 
verdünnt  und,  wie  schon  nach  dem  DNAse‐Verdau,  in  einer  PCR  kontrolliert. 
Anschließend konnten sie für die Genexpressionsanalysen verwendet werden. 
3.1.2 Quantitative realtime‐Polymerase‐Kettenreaktion (qPCR) 
Die  qPCR  stellt  eine  sensitive  Methode  zur  Quantifizierung  von  geringen  Mengen 
Nukleinsäuren  dar. Man macht  sich  zunutze,  dass  die  zu  einem  bestimmten Moment 
(sogenannter Schwellenwert oder Ct‐Wert) gemessene Produktmenge direkt proportional 
zur  Ausgangsmenge  an  Template  ist  und  kann  somit  mRNA  Spiegel,  die  aufgrund 
behandlungsbedingter Regulationen in ihrer Expression variieren, in Echtzeit messen. Die 
Quantifizierung  wird  mit  Hilfe  eines  interkalierenden  Fluoreszenzfarbstoffes 
(Sybr Green I)  erreicht,  dessen  Intensität  nach  jedem  Zyklus  ermittelt  wird.  Um 
Diskrepanzen während  des  Tierversuchs,  des DNAse‐Verdaus,  der  cDNA‐Synthese  oder 
auch Variationen  in der Template Menge auszugleichen, wird  relativ quantifiziert. Dazu 
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wird mindestens ein Referenzgen mitgeführt, dessen Expression konstitutiv erfolgt bzw. 
das in dem zu untersuchenden Sachverhalt nicht reguliert wird. Für diesen Zweck hat sich 
die Cytochrom c oxidase Untereinheit 1A als funktional erwiesen, weshalb sie im Rahmen 
dieser Arbeit als Referenzgen eingesetzt wurde [77, 394]. 
3.1.2.1 Primer‐Design 
Primer  sind  Oligonukleotide,  die  von  DNA‐replizierenden  Enzymen,  wie  der 
Taq‐Polymerase  als  Startpunkte  für  die  Replikation  benötigt werden. Die  verwendeten 
Primerpaare  waren  entweder  bereits  im  Labor  etabliert  oder  wurden  für  die 
entsprechenden Fragenstellungen neu entworfen. 
Für  die  Erstellung  neuer  Primerpaare  fand  das  im  Internet  frei  verfügbare  Programm 
Primer 3 Verwendung [295]. Anhand der aus der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank 
ermittelten Gensequenz und den  in Tabelle   3.3 gezeigten optimalen Primerparametern 
konnten verwendbare Primerpaarsequenzen generiert werden [161, 295]. Je nach Anzahl 
sowie  Länge  der  kodierenden  Exons wurden  dabei  entweder  alle  Exons  (im  Falle  von 
kurzen Gensequenzen bzw. wenigen kodierenden Exons) oder nur einige der  in hinteren 
Bereich der Gensequenz  lokalisierten Exons  (im  Falle  langer Gensequenzen bzw.  vielen 
Exons) als Matrize für die Primerfindung verwendet. Hinzu kam, dass forward und reverse 
Primer  nicht  in  einem  Exon,  sondern  besser  intronübergreifend  in  zwei 
aufeinanderfolgenden  Exons  positioniert wurden  um  die  Spezifität  der  Primerpaare  zu 
maximieren. 
 
Tabelle  3.3 Parameter für die Findung optimaler Primersequenzen mittels des Onlineprogramms Primer 3 
Parameter  Optimaler Wert 
Produktgröße (Amplikon)  150 – 250 bp 
Primerlänge  20 – 24 bp 
Annealingtemperatur  59 – 61 °C 
GC‐Gehalt  20 – 80 % 
Max. Self Complementarity  2 ‐ 3 
Max. 3´ Self Complementarity  2 ‐ 4 
GC‐Klammer (am 3´ Ende der Sequenz)  1 
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Die  so  ermittelten  Primer  wurden  dann  zunächst  mittels  der  UCSC Genome 
Bioinformatics Datenbank auf  ihre Spezifität gegenüber der zu amplifizierenden Sequenz 
und  anschließend  mittels  des  Oligo Analyzer 3.1  auf  etwaige  Bildung  von 
Sekundärstrukturen  (Haarnadelstrukturen)  bzw.  Dimeren  (Homo‐ / Heterodimere) 
überprüft  [137,  161].  Eine  Aufstellung  aller  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Primer  kann 
Tabelle  3.4 entnommen werden. 
3.1.2.2 Optimierung der PCR 
Für  die  Quantifizierung  von  cDNA  ist  der  effiziente  Verlauf  der  qPCR  eine 
Grundvoraussetzung. Deshalb muss  jedes  neue  Primerpaar  zunächst  auf  ein  optimales 
Verhältnis  zwischen  Primermenge  und MgCl2  Konzentration  eingestellt werden. Hierzu 
wurde eine Matrix aus einzelnen PCR Ansätzen vorpipettiert und dabei die Mengen an 
Primer (0,1 µM, 0,2 µM, 0,3 µM und 0,4 µM) und MgCl2 (2 mM, 3 mM, 4 mM und 5 mM) 
variiert.  Aus  den  resultierenden  PCR‐Läufen  wurde  die  Primer‐MgCl2‐Kombination 
ausgewählt, bei der die Reaktion mit hoher Effizienz ablief. Dies zeigte sich anhand eines 
optimalen  Kurvenverlaufs  mit  möglichst  niedrigrem  Ct‐Wert  und  eindeutigem 
Produktschmelzpunkt  (TM).  Das  amplifizierte  PCR‐Produkt  wurde  mittels  eines 
Ethidiumbromid gefärbten Agarosegels auf die korrekte Produktlänge überprüft. 
3.1.2.3 Bestimmung der PCR Effizienz 
Für  die  zuverlässige  relative  Quantifizierung  der  Expressionen  der  zu  untersuchenden 
Gene  ist  eine  hohe  Effizienz  der  PCR‐Reaktion  essentiell.  Diese  wird  mittels 
Verdünnungsreihen  des  Templates  ermittelt  und  dabei  durch  das  verwendete 
PCR‐Programm berechnet [32].  
Für die Effizienzbestimmung der jeweiligen Primerpaare wurde jeweils in Zehnerschritten 
eine  Verdünnungsreihe  (10‐3 – 10‐10)  des  PCR‐Produkts  aus  der  PCR‐Optimierung 
verwendet  (Kapitel  3.1.2.2 0).  Alle  PCR‐Reaktionen  wurden  als  Doppelbestimmung 
durchgeführt,  wobei  die  ermittelten  Ct‐Werte  als  Basis  für  die  Bestimmung  der 
PCR‐Effizienz  dienen.  Für  die  Auswertung  wurden  sie  in  einem  Diagramm  gegen  den 
Verdünnungsfaktor  aufgetragen  und  eine  Regressionsgerade  durch  die  so  ermittelten 
Punkte gelegt. Anhand der  Steigung dieser Gerade  kann die Effizienz der PCR‐Reaktion 
abgelesen  werden  [272].  Lag  sie  über  90 %,  konnten  die  Primerpaare  für  die  qPCR 
verwendet werden. 
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Tabelle  3.4 Aufstellung der forward‐ bzw. reverse‐Primer für die qPCR sowie die Größe der resultierenden 
Amplikons.  
Gen    Primersequenz (5´ ‐ 3´)  Amplikon Größe [bp] 
1A 
fwd 
rev 
tga gca gga ata gta ggg aca gc 
gag tag aaa tga tgg agg aag ca 
260 
AQP1 
fwd 
rev 
ttg ggg act ctg taa gtg tgg 
aag gaa ggc tct ctg tgt gaa c 
185 
AQP3 
fwd 
rev 
act ttg gac ctc gcc ttt tc 
ctt cac att ctc tgc ctc agt g 
190 
AQP5 
fwd 
rev 
gac agg gtc agg gac ata gc 
tac tgg gtt ggg aga gat aag c 
151 
AQP9 
fwd 
rev 
tgt tct ctc gga ctc aac tct g 
cca gga aag cac caa tca tag 
160 
C3 
fwd 
rev 
aca gcc ttc ccg gga gca tca aca 
agc gca cca cag gag gca cag agt c 
275 
Clu 
fwd 
rev 
ccc tcc agt cca aga tgc tca aca c 
cca tgc ggc ttt tcc tgc ggt att c 
302 
ESR1 
fwd 
rev 
gga agc aca agc gtc aga gag at 
aga cca gac caa tca tca gga t 
382 
ESR2 
fwd 
rev 
cta cag aga gat ggt caa aag tgg a 
ggg caa gga gac aga aag taa gt 
215 
IGF‐1 
fwd 
rev 
ctg ctt gct cac ctt tac cag 
tac atc tcc agc ctc ctc aga 
212 
IGF1‐R 
fwd 
rev 
gtg gag gag gtg aca gaa aat c 
caa aga tgg agt tgt gaa gga a 
156 
Ki67 
fwd 
rev 
aac cag gac ttt gtg ctc tgt aa 
ctc ttt tgg ctt cca ttt ctt c 
208 
PCNA 
fwd 
rev 
gag caa ctt gga atc cca gaa cag g 
cca agc tcc cca ctc gca gaa aac t 
157 
PGR 
fwd 
rev 
ccc aga cga aaa gac aca aaa t 
cca aag aga cac caa gaa gtg at 
221 
 
3.1.2.4 Durchführung der quantitativen realtime‐PCR 
Alle vorbereitenden Pipettierschritte  für die qPCR wurden bei 4 °C auf Eis durchgeführt. 
Des  Weiteren  wurden  die  qPCRs  mindestens  als  Dreifachbestimmung  mit  jeweils 
unabhängig  voneinander  synthetisierten  cDNAs  durchgeführt.  Im  Gegensatz  zu  den 
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Test‐PCRs wurde für die Amplifikationen der zu untersuchenden Gensequenzen während 
der  qPCR  die  Platinum® Taq DNA  Polymerase  (Invitrogen,  Karlsruhe,  Deutschland) 
verwendet.  Diese  ist  aufgrund  einer  Antikörperbindung  inaktiv  und muss  zunächst  in 
einem Denaturierungsschritt  bei  95 °C  aktiviert werden.  Zur Detektion  der  Amplifikate 
fand  der  interkalierende  Cyanin‐Farbstoff  Sybr Green I  (Sigma‐Aldrich,  Hamburg, 
Deutschland)  Verwendung  [397].  Dieser  bindet  unspezifisch  doppelsträngige  DNA 
wodurch seine Fluoreszenz steigt. Eine Zunahme der Fluoreszenz ist somit direkt mit der 
Zunahme  an DNA  korreliert. Diese  sensitive Methode  ist  im  Vergleich  zu DNA‐Sonden 
zwar  relativ  unspezifisch,  jedoch  lassen  sich  aufgrund  der  divergierenden 
Schmelztemperaturen  die  spezifischen  PCR‐Produkte  klar  von  unspezifischen 
Primerdimeren  unterscheiden. Wie  bereits  in  Kapitel  3.1.2  angemerkt, wurden  bei  den 
qPCRs  das  Gen  für  die  Cytochrom c oxidase  Untereinheit 1A  (1A)  als  Referenzgen 
eingesetzt.  Alle Messungen  innerhalb  einer  qPCR  wurden  als  Triplikate  durchgeführt. 
Tabelle   3.5  gibt  die  in  einem  PCR‐Reaktionsansatz  befindlichen  Komponenten  samt 
Endkonzentrationen wieder. 
 
Tabelle  3.5 Pipettierschema eines Ansatzes für die quantitative realtime PCR 
Komponente  Konzentration / Volumen 
10x PCR‐Puffer (inkl. 2,4x Sybr Green I)  5 µl 
Kalibrierungslösung  10 nM 
dNTPs  je 0,2 mM 
MgCl2  2 – 5 mM 
Primer  0,1 – 0,4 µM 
cDNA  1 µl 
Platinum® Taq DNA Polymerase  0,75 U 
HPLC‐H2O  auffüllen auf 50 µl 
 
Bei  der  qPCR  müssen  die  PCR‐Ansätze  der  zu  untersuchenden  Gene  gleichzeitig  und 
zusammen  in  einem  Thermocycler  laufen  um  sie  anschließend  auch  vergleichend 
auswerten zu können. Aus diesem Grund wurde schon bei der Auswahl der Primerpaare 
darauf  geachtet,  dass  vor  allem  die  Annealingtemperaturen  möglichst  ähnlich  sind 
(Tabelle  3.3). Die PCRs der tierexperimentellen Studien TV 1 sowie TV 2 wurden in einem 
ICycler  (BIO‐RAD, München, Deutschland), die des TV 3  in einem C1000 Thermal Cycler 
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mit  CFX96  Real Time  System  (BIO‐RAD,  München,  Deutschland)  durchgeführt.  Dabei 
bestand  das  Protokoll  aus  folgenden  Schritten:  dreiminütiger Denaturierungsschritt  bei 
95 °C zur Aktivierung der Platinum® Taq DNA Polymerase, gefolgt von 50 Wiederholungen 
bestehend aus 10 Sekunden bei 95 °C, 10 Sekunden bei 60 °C und 20 Sekunden bei 72 °C. 
Die Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte am Ende des 72 °C Schrittes.  
3.1.2.5 Auswertung der qPCR 
Die  Auswertung  der  qPCR  beruht  auf  der  ΔΔCt‐Methode  von  Pfaffl  et al.  [272].  Dabei 
werden die  relativen mRNA Mengen des  zu untersuchenden  Zielgens  gegen die mRNA 
Mengen  eines  Referenzgens  kalkuliert.  Des  Weiteren  erfordert  diese  Methode  die 
Grundvoraussetzung,  dass  die  PCR‐Effizienzen  des  Ziel‐  bzw.  Referenzgens  möglichst 
100 %  sein  müssen.  Das  korrespondiert  mit  einer  Verdoppelung  des  Amplikons  je 
PCR‐Zyklus.  
 
Nach dem Ausschluss von Ausreißern, die mittels des Grubbs Tests (Kapitel  3.3) ermittelt 
wurden,  erfolgt  die  Bildung  des  Mittelwertes  aus  den  Triplikaten  der  Ct‐Werte.  Die 
relative Expression (RE) des Zielgens wird wie folgt berechnet: 
 
RE = 2
ΔCt Zielgen ‐ ΔCt Referenzgen
 
Dabei ist 
ΔCt Zielgen Ct Zielgen (Probe) ‐ Ct = Zielgen (Kontrolle)   
und 
ΔCt Referenzgen = Ct Referenzgen (Probe) ‐ Ct Referenzgen (Kontrolle)   
 
Als  Kontrollen  dienten  entweder  die  Proben  aus  Tieren  der  phytoöstrogenfreien 
Futtergruppe  (TV 1a)  oder  die  Proben  aus  Tieren,  die  nur  mit 
Lösungsmittel / Trägersubstanz behandelt wurden (TV 1b‐c, TV 2, TV 3). Insgesamt wurde 
jede PCR mindestens dreimal und mit mindestens drei unabhängig produzierten cDNAs 
durchgeführt. 
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3.1.2.6 Schmelzkurvenanalyse zur Identifikation der PCR‐Produkte  
Die Schmelzkurvenanalyse findet im direkten Anschluss an die qPCR statt. Sie ermöglicht 
die  Identifikation  der  spezifischen  PCR‐Produkte  sowie  deren  Reinheit.  Das macht  die 
Durchführung  einer Gelelektrophorese  samt  anschließender  densitometrischer  Analyse 
zur Bestimmung der RNA‐Expression überflüssig. 
Es werden  die DNA‐Produkte  aufgeschmolzen,  indem  die  Temperatur  kontinuierlich  in 
0,5 °C Schritten von 60 °C auf 96 °C erhöht wird.  Jede Temperatur wird  für 5 Sekunden 
gehalten wobei  gleichzeitig die  Fluoreszenzintensität bei 490 nm  gemessen wird. Diese 
nimmt  mit  der  Erhöhung  der  Temperatur  sukzessive  ab,  da  schrittweise  das 
interkalierende  Sybr Green I  freigesetzt  wird.  Ist  der  produktspezifische  Schmelzpunkt 
(Tm) erreicht, schmelzen die doppelsträngigen Amplikons zu Einzelsträngen auf, wodurch 
es  zu  einer  abrupten  Freisetzung  an  Sybr Green I  und  damit  auch  zum  drastischen 
Absinken der Fluoreszenz kommt. 
Im  Diagramm  wird  diese  Abnahme  als  Fluoreszenzintensität  gegen  Temperatur 
dargestellt.  Die  erste  negative  Ableitung  der  Daten,  aufgezeichnet  gegen  die 
Temperaturänderung  (‐dF/dT),  führt  zur  Darstellung  des  PCR‐Produkt  spezifischen 
Schmelzpunkts  (Tm).  Dieser  ist  für  jedes  Amplikon  charakteristisch  und  abhängig  vom 
GC‐Gehalt sowie der Fragmentlänge der DNA‐Sequenzen. 
3.2 Proteinexpression 
Neben der quantitativen PCR, mit deren Hilfe die Expression einer Vielzahl von Zielgenen 
schnell  und  kostengünstig  untersucht  werden  kann,  bietet  die  Analyse  der 
Proteinexpression  eine  weitere  Möglichkeit  die  Wirkungen  von  Xenobiotika 
nachzuweisen.  Nahezu  alle  Funktionen  des  Organismus  werden  von  Proteinen 
ausgeführt,  die  während  der  Proteinbiosynthese  anhand  der  vorher  gebildeten 
messenger RNAs  synthetisiert werden.  Es  besteht  demnach  ein  direkter  Einfluss  einer 
Behandlung auf die spätere Proteinexpression. Um den Überblick über die biologischen 
Antworten  auf  Testsubstanzen  zu  ergänzen  bzw.  zu  validieren,  eignen  sich 
Proteinexpressionsanalysen besonders, da sich mit ihrer Hilfe bestimmte Proteine sowohl 
quantifizieren als auch deren Expression im Gewebe lokalisieren lassen. 
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3.2.1 Western Blot 
Beim  Western Blot  handelt  es  sich  um  ein  molekularbiologisches  Verfahren,  anhand 
dessen die Expression bestimmter Proteine quantifiziert werden kann. Grundlage bildet 
zunächst  die  gelelektrophoretische  Auftrennung  denaturierter  Gesamtproteine  nach 
Größe, die  im Anschluss mittels eines Blotverfahrens auf einer Membran fixiert werden. 
Die  Detektion  erfolgt  durch  eine  Antigen‐Antikörper‐Reaktion,  die  auf  verschiedene 
Weisen visualisiert werden kann. Alle durchgeführten Western Blot Analysen erfolgten in 
mindestens drei unabhängigen Bestimmungen der Proteinproben von den adulten Tieren. 
Dies war dem Faktum geschuldet, dass aufgrund der geringen Organgrößen bei juvenilen 
Tieren die Mengen nur ausreichten, um genügend Material für die mRNA Gewinnung zu 
erhalten. Bei diesen Tieren waren keine Proteinexpressionsanalysen möglich. 
3.2.1.1 Proteinextraktion 
Um  eine  möglichst  optimale  Proteinqualität  zu  erreichen,  wurde  die  komplette 
Präparationsprozedur auf Eis durchgeführt und alle benötigten Geräte sowie Materialien 
ebenfalls  vorgekühlt.  Für  Proteinexpressionsanalysen muss  zunächst  die  Extraktion  der 
Gesamtproteine  aus  den  im  flüssigen  Stickstoff  aservierten  Geweben  erfolgen.  Hierzu 
wurden  gleiche  Mengen  der  tiefgefrorenen  Gewebe  einer  Behandlungsgruppe  grob 
zerkleinert  und  in  einem  stickstoffgekühlten  Teflongefäß  gepoolt.  Die  groben 
Gewebestücke  wurden  bei  2000 Schwingungen  für  eine  Minute  im  Dismembrator 
(Sartorius,  Göttingen,  Deutschland)  homogenisiert.  Das  Gewebepulver  wurde  in  ein 
vorgekühltes 50 ml Reaktionsgefäß (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) überführt und  in 
500 µl  kaltem  Präparationspuffer  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.1)  aufgenommen. Der 
Zellaufschluss  in  der  homogenen  Gewebesuspension  erfolgte  mittels  eines 
Homogenisators (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland). Der Suspension wurde 500 µl 
Gefrierpuffer  (Zusammensetzung Kapitel   2.2.1)  zugegeben und das Komplettvolumen  in 
ein  frisches, kaltes 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Der durch 20 minütige Zentrifugation 
bei 8000 rpm und 4 °C entstandene Proteinüberstand wurde abgenommen und bei ‐80 °C 
gelagert. 
3.2.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA‐Methode) 
Um  während  der  Expressionsanalysen  identische  Mengen  Protein  in  der 
Gelelektrophorese einzusetzen, wurden die Konzentrationen der einzelnen Proteinpools 
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bestimmt.  Verwendung  fand  die  BCA‐Methode,  deren  Proteinnachweis  auf  der 
Biuret‐Reaktion beruht  [328]. Für die Bestimmung der Konzentrationen wurden  in einer 
96 Well  Mikrotiterplatte  (VWR,  Darmstadt,  Deutschland)  jeweils  10 µl  eines 
BSA‐Proteinstandards  mit  bekannten  Konzentrationen  (von  0 bis 5 mg / ml)  vorgelegt. 
Ebenso wie die Standardreihe wurden auch die  zu untersuchenden Proteinlösungen als 
Triplikate vorgelegt und jeweils mit 250 µl einer 1 : 50 Mischung aus Kupfer(II)‐sulfat und 
Bicinchoninsäure  (Interchim,  Montluçon,  Frankreich)  versetzt.  Einer  30 minütigen 
Inkubation bei 37 °C folgte die Messung der Absorption bei 562 nm im Plattenphotometer 
(Tecan, Crailsheim, Deutschland). Nach der Messung wurden die Proteinproben zu 30 µg 
aliquotiert und bei ‐80 °C bis zur Verwendung gelagert. 
3.2.1.3 SDS‐Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS‐PAGE) 
Die Seife Sodiumdodecylsulfat (SDS) denaturiert Proteine, vor allem nach Vorbehandlung 
mit β‐Mercaptoethanol, und bindet sie zu negativ geladenen Komplexen mit konstantem 
Masse‐Ladungsverhältnis.  Im  elektrischen  Feld  werden  diese  Komplexe  durch  den 
Molekularsiebeffekt  der  porösen  Polyacrylamidmatrix  nach  ihrem  Molekulargewicht 
auftrennt [187]. 
Für die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine nach der Größe wurden  jeweils 
30 µg der Proteinlösung mit 6x Ladepuffer nach Lämmli (Zusammensetzung Kapitel  2.2.2) 
und  5 %  β‐Mercaptoethanol  gemischt  und  bei  95 °C  denaturiert.  Verwendung  fanden 
4,5 %  Polyacrylamidsammelgele  in  Kombination  mit  8,5 %  bzw.  10 % 
Polyacrylamidtrenngelen,  je  nach  Größe  des  zu  detektierenden  Proteins.  Die 
Kantenlängen betrugen 6 x 8 cm und die Stärke 1,5 mm. Die Zusammensetzung der Gele 
kann Tabelle  3.6 entnommen werden. 
 
Tabelle  3.6 Zusammensetzung der während der Western Blots verwendeten Polyacrylamidgele 
  4,5 % Sammelgel 8,5 % Trenngel  10 % Trenngel
4x Sammelgelpuffer  0,75 ml ‐  ‐
4x Trenngelpuffer  ‐ 2,39 ml  2,39 ml
Rotiphorese® Gel 30  0,45 ml 2,57 ml  3,22 ml
4 % APS‐Lösung  0,06 ml 0,15 ml  0,15 ml
TEMED  13 µl 8,25 µl  8,25 ml
Aqua bidest.  1,75 ml 4,50 ml  3,85 ml
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Neben den denaturierten Proteinproben wurden ebenfalls 10 µl einer dreifarbigen, aus 
zehn  Banden  von  10 – 170 kDa  bestehenden  PageRuler™  Prestained  Protein  Leiter 
(Fermentas,  St. Leon‐Rot,  Deutschland)  aufgetragen.  Die  Auftrennung  der  Proteine 
erfolgte  in  1x Elektrophoresepuffer  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.2)  bei  80 V  bis  zum 
Erreichen der Trenngelgrenze und anschließend  für circa eine Stunde bei 100 V  in einer 
Elektrophoresekammer (BIO‐RAD, München, Deutschland).  
3.2.1.4  „Semi‐dry“ Blotten des SDS‐Polyacrylamidgels 
Der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine folgte deren Übertragung auf eine 
PVDF‐Membran [118]. Dazu wurde das Polyacrylamidgel aus der Gelkammer entnommen 
und  auf  eine  mittels  100 %  Methanol  aktivierte  PVDF‐Membran  (Millipore, 
Massachusetts, USA) positioniert. Diese wurden von Filterpapieren  (BIO‐RAD, München, 
Deutschland)  flankiert,  die  zuvor  in  1x Transferpuffer  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.3) 
getränkt wurden. Der elektrische Transfer der Proteine erfolgt bei 0,8 mA / cm2 für zwei 
Stunden in der Transblot SD SemiDry Transfer Cell (BIO‐RAD, München, Deutschland). Die 
Kontrolle  über  die  vollständige  Proteinübertragung  vom  Polyacrylamidgel  auf  die 
Membran  erfolgte  anhand  einer  Ponceau S  Färbung  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.3). 
Hierzu wurde die Membran einige Minuten der Färbelösung ausgesetzt und anschließend 
unter  fließendem  deionisiertem  Wasser  so  lange  gewaschen  bis  die  Proteinbanden 
sichtbar wurden. 
3.2.1.5 Antigen‐Antikörper Reaktion mit mono‐ & polyklonalen Antikörpern 
Der  Färbung  mit  Ponceau S  folgte  die  Inkubation  der  Membran  mit  Blockpuffer 
(Zusammensetzung Kapitel  2.2.4) für eine Stunde bei Raumtemperatur. Dabei sättigt das 
im  Puffer  enthaltene Milchpulver  die  Proteinbindungsstellen  auf  der Membran  ab  und 
verhindert so eine unspezifische Bindung der primären Antikörper. Der Blockpuffer wird 
anschließend verworfen und durch eine Lösung aus Blockpuffer mit der entsprechenden 
Verdünnung an primären Antikörpern ersetzt (Tabelle  3.7). Die Inkubation der Antikörper 
mit der Membran erfolgte entweder bei Raumtemperatur für eine Stunde oder bei 4 °C 
über Nacht,  jeweils  unter  leichter  Bewegung. Die  Inkubationslösung mit  den  primären 
Antikörpern  wurde  abgenommen  und  die  Membran  für  etwa  30 Minuten  bei 
Raumtemperatur  auf  dem  Schüttler  mit  PBST  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.4) 
gewaschen. Die jeweils gegen die Wirtsspezies des primären Antikörpers gerichteten und 
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mit  der  Meerrettichperoxidase  (HRPO)  konjugierten  sekundären  Antikörper  wurden 
ebenfalls  mit  Blockpuffer  verdünnt  (Tabelle   3.8).  Die  Inkubation  mit  der  Membran 
erfolgte bei Raumtemperatur für eine Stunde auf dem Schüttler. 
 
Tabelle   3.7  Aufstellung  der  verwendeten  primären  Antikörpern,  deren  Quelle  und  zu  verwendende 
Verdünnung im Blockpuffer 
Primärer Antikörper  Quelle Proteingröße Verdünnung
anti‐Aktin (20‐33)  Kaninchen 42 kDa 1 : 4.000
anti‐ERα (HC‐20)  Kaninchen 66 kDa 1 : 2.000
anti‐ERβ (Y‐19)  Ziege 56‐59 kDa 1 : 5.000
anti‐PCNA  Maus 36 kDa 1 : 1.000
 
Tabelle   3.8  Aufstellung  der  verwendeten  sekundären  Antikörpern,  deren  Quelle,  Immunogen  und  zu 
verwendende Verdünnung im Blockpuffer 
Sekundärer Antikörper  Quelle Immunogen Verdünnung 
Kaninchen‐anti‐Ziege  Kaninchen Ziege Antikörper 1 : 50.000
Ziege‐anti‐Kaninchen  Ziege Kaninchen Antikörper 1 : 30.000
Ziege‐anti‐Maus  Ziege Maus Antikörper 1 : 10.000
 
Nach  Ablauf  der  Inkubationszeit  wurde  die  Antikörperlösung  abgenommen  und  die 
Membran  erneut  für  30 min  mit  PBST  gewaschen.  Im  direkten  Anschluss  kann  die 
Visualisierung der Proteine mittels Chemilumineszenz erfolgen. 
3.2.1.6 Proteindetektion mittels Chemilumineszenz 
Die  Proteindetektion  erfolgte  unter  Lichtabschluss  in  der Dunkelkammer.  Verwendung 
fand  das  Chemilumineszenz‐Detektions‐Reagenz  ECL PlusTM  Western Blotting 
(GE Healthcare,  Buckinghamshire,  UK),  deren  Komponenten  nach  Herstellerangaben 
gemischt,  lichtgeschützt  aufbewahrt  und  anschließend  fünf Minuten mit  der Membran 
inkubiert  wurden.  Parallel  wurde  vom  Amersham  Hyperfilm ECL  (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK) der Membrangröße entsprechend gleich große Stücke vorbereitet. 
Nach sorgfältiger Entfernung des ECL‐Reagenz wurde die Membran  in eine Filmkassette 
eingelegt, auf ihre Oberseite der Autoradiographiefilm positioniert und diese für eine bis 
zehn  Minuten  exponiert.  Der  Film  konnte  nun  zunächst  in  Entwicklerlösung  und 
anschließend  in Fixiererlösung (beide Kodak, La Hulpe, Belgien) entwickelt werden. Nach 
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der  Trocknung  des  Films  erfolgte  die  Übertragung  der  auf  der  Membran  sichtbaren 
Banden des Protein Standards auf den Film. 
3.2.1.7 Zweitdetektion der Membran 
Nach der Proteindetektion steht die Membran für den Nachweis eines Referenzproteins 
zu  Verfügung.  Die  Verwendung  von  β‐Aktin  als  Referenzprotein  ist  vor  allem  für  die 
spätere Quantifizierung der  Ergebnisse  von Bedeutung, da  anhand der  β‐Aktin Banden 
eine homogene Proteinladung auf das Polyacrylamidgel nachgewiesen werden kann. Für 
die  Zweitdetektion  mussten  zunächst  die  gebundenen  Antikörper  mittels  einer 
Strip‐Lösung (Zusammensetzung Kapitel  2.2.5) von der PVDF‐Membran entfernt werden. 
Dies  geschah  für  30 min  bei  50 °C  unter  ständiger  Bewegung  im  Hybridisierungsofen 
(Biometra,  Göttingen,  Deutschland).  Die  Membran  wurde  zweimal  zehn  Minuten  mit 
Waschpuffer  von  eventuellen  Rückständen  befreit  und  konnte  anschließend  erneut 
geblockt  werden.  Die  Durchführung  der  Zweitdetektion  erfolgte  analog  der 
Beschreibungen in Kapitel  3.2.1.5 und  3.2.1.6. 
3.2.1.8 Densitometrische Auswertung der Western Blots 
Die Quantifizierung der Proteinexpressionsanalysen erfolgte durch die densitometrische 
Auswertung  der  spezifischen  Ziel‐  bzw.  Referenzproteinbanden.  Das  digitale  Bild  des 
Autoradiographiefilms  wurde  mit  dem  Bildanalyseprogramm  LabWorks 4.6  (UVP Ltd, 
Cambridge,  UK)  ausgewertet.  Hierbei  errechnet  das  Programm  nach  Abzug  der 
Hintergrundfärbung  die  integrierten  optischen  Dichten  (IOD)  der  Ziel‐  und 
Referenzproteinbanden. Dabei besteht ein proportionales Verhältnis zwischen der Stärke 
der  Proteinexpression  und  der  Dichte  der  Bande.  Die  IOD  wurden  sowohl  für  die 
Zielproteine  als  auch  für  die  Referenzproteine  bestimmt.  Die  schließlich  den  Graphen 
bildenden Werte ergaben sich aus dem Quotienten der IOD von Ziel‐ zu Referenzprotein 
und wurden  als  relative  integrierte  optische  Dichten  (rIOD)  bezeichnet.  Diese  Art  der 
Auswertung berücksichtigt  Schwankungen  innerhalb der Messwerte durch  inhomogene 
Proteinladung. 
3.2.2 Immunohistochemie 
Unter dem Begriff  „Histologie“  versteht man die  allgemeine Gewebelehre.  Im Rahmen 
dieser  Arbeit wurden  immunohistochemische  (IHC)  Untersuchungen  durchgeführt.  Bei 
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der  IHC  werden  mit  Hilfe  von  Antikörpern  spezifische  Proteine  auf  histologischen 
Gewebeschnitten  sichtbar  gemacht.  Dadurch  kann  nicht  nur  eine  Aussage  über  die 
generelle Expression eines Proteins getroffen,  sondern auch dessen Expressionsort  z. B. 
im Epithel oder im Stroma etc. lokalisiert werden.  
3.2.2.1 Dehydrierung, Fixierung und Einbettung der Gewebe 
Direkt im Anschluss an die Tiersektion wurden von den zu untersuchenden Geweben circa 
1 cm  große  Stücke  präpariert,  in  Einbettkassetten  verpackt  und  für  mindestens  vier 
Stunden  in  4 %  Formaldehyd‐  bzw.  4 %  Paraformaldehydlösung  (Zusammensetzung 
Kapitel  2.2.6) fixiert. Für die Herstellung von Dünnschnitten müssen die Gewebe frei von 
Wasser  sein.  Diese  Dehydrierung  erfolgte  schrittweise,  um  eine  potenzielle 
Gewebeschädigung  zu  vermeiden.  Im  Tissue Tek VIP 2000  Einbettautomaten 
(Miles Scientific, Naperville, USA) erfolgte  zunächst die Verdrängung des  intrazellulären 
Wassers  durch  eine  aufsteigende  Ethanolreihe  (70‐100 %)  und  anschließend  die 
Durchtränkung des Gewebes mit Paraffin. Das verwendete Protokoll stellte sich wie folgt 
dar:  
Tabelle  3.9 Zur Einbettung von Geweben in Paraffin verwendetes Protokoll im Einbettautomaten 
Komponente  Dauer Temperatur 
4 % (Para‐)Formaldehydlösung  120 min 40 °C 
Ethanol (70 %)  45 min 40 °C 
Ethanol (70 %)  60 min 40 °C 
Ethanol (96 %)  45 min 40 °C 
Ethanol (96 %)  60 min 40 °C 
Ethanol (100 %)  45 min 40 °C 
Ethanol (100 %)  45 min 40 °C 
Ethanol (100 %)  60 min 40 °C 
Xylol  45 min 40 °C 
Xylol  45 min 40 °C 
Paraffin  45 min 60 °C 
Paraffin  45 min 60 °C 
Paraffin  45 min 60 °C 
Paraffin  45 min 60 °C 
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Der  Automat  führt  die  in  Tabelle   3.9  angegebenen  Schritte  im  Einkammerverfahren 
durch,  was  bedeutet  dass  die  Proben  in  einer  Kammer  verbleiben  und  lediglich  die 
Flüssigkeiten ausgetauscht bzw. die Temperaturen angepasst werden. 
3.2.2.2 Ausgießen und Ausrichten der Gewebe 
Im  Folgenden  wurden  die  paraffinierten  Gewebestücke  an  einer  Ausgießstation 
(Ames Company, UK) in speziellen Förmchen (Polysciences, Warrington, USA) positioniert. 
Die  Gewebe  wurden  nach  gewünschter  Schnittorientierung  (Querschnitt)  senkrecht 
angeordnet, mit weiterem  flüssigem  Paraffin  ummantelt  und  auf  einer  Kühlplatte  riss‐ 
und blasenfrei zur Aushärtung gebracht. Die dann ausgehärteten Paraffin‐Gewebe‐Blöcke 
sind bei Raumtemperatur haltbar. 
3.2.2.3 Herstellung von Paraffindünnschnitten 
Für  die  Herstellung  von  Paraffindünnschnitten wurden  die  Paraffin‐Gewebe‐Blöcke  für 
circa  15 Minuten  bei  ‐5 °C  auf  der  Kühlplatte  der  Ausgießstation  vorgekühlt,  um  eine 
optimalen  Schnittfestigkeit  des  Paraffins  zu  erzielen.  Die  Blöcke  wurden  in  den 
Schwungarm eines Rotationsmikrotoms der Firma Reichert‐Jung  (Modell 1140, Autocut) 
eingespannt,  der  sich  mit  Hilfe  einer  Kurbel  um  eine  einstellbare  Länge  nach  vorne 
bewegt. Auf der gegenüberliegenden Seite des Schwungarms befindet  sich ein  fixiertes 
Messer,  von  dem  die  entstehenden  Dünnschnitte  als  Kette  aufgenommen  werden 
konnten. Über den definierten Vortrieb des Schwungarms konnten Gewebedünnschnitte 
mit  einer  Stärke  von  7 µm  hergestellt  werden.  Um  die  beim  Schnitt  des  Blockes 
entstandene Stauchung aus den Geweben zu entfernen, wurden die Dünnschnitte auf der 
Oberfläche eines  auf  circa 37 °C  temperierten Wasserbades  gestreckt. Um die  Schnitte 
auf den Objektträgern zu fixieren wurden spezielle polylysinbeschichtete Objektträger mit 
dem  Maßen  25 x 75 x 1 mm  verwendet  (VWR,  Darmstadt,  Deutschland).  Jeweils  drei 
aneinanderhängende  Gewebeschnitte  wurden  mittels  des  Objektträgers  von  der 
Wasseroberfläche  genommen  und  für  30 Minuten  auf  einer  circa  37 °C  temperierten 
Heizplatte  fixiert.  Dabei  ermöglicht  die  Positionierung  von  drei  aneinanderhängenden 
Gewebeschnitten den Vergleich von  identischen Zellarealen auf einem Objektträger. Zur 
Trocknung  sowie endgültigen Fixierung wurden  sie  in einer Glasküvette über Nacht bei 
37 °C  im  Trockenschrank  (Heraeus Elektronic,  Hanau,  Deutschland)  gelagert.  Die  so 
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getrockneten  Gewebeschnitte  konnten  dann  in  Objektträgerboxen  gelagert  und  für 
verschiedene Färbemethoden verwendet werden. 
3.2.2.4 Entparaffinierung der Gewebeschnitte und Epitopdemaskierung 
Für die weitere immunohistochemische Bearbeitung der Schnitte mussten diese zunächst 
entparaffiniert werden, um die Proteinepitope wieder freizulegen. Bei der Fixierung von 
Geweben  mit  Formaldehyd  und  anschließenden  Einbettung  in  Paraffin  werden  die 
Proteine  quervernetzt.  Das  kann  dazu  führen,  dass  die  für  die 
Antigen‐Antikörper‐Reaktion  verantwortlichen  Epitope  an  der  Proteinoberfläche  ihre 
Antigenität verlieren und somit das Protein nicht mehr vom entsprechenden Antikörper 
erkannt werden  kann. Die Proteinquervernetzung  kann durch Retrieval‐Lösungen unter 
Hitzeeinwirkung zum Teil wieder rückgängig gemacht werden [370].  
Die Gewebeschnitte mussten  zunächst bei 60 °C  für 30 Minuten  im Hybridisierungsofen 
(Biometra, Göttingen, Deutschland)  inkubiert werden um das bis dahin  feste Paraffin zu 
verflüssigen.  
 
Tabelle  3.10 Absteigende Alkoholreihe zur Rehydrierung histologischer Paraffinschnitte 
Komponente  Dauer
Xylol  15 min
Xylol  10 min
Xylol  10 min
Ethanol (100 %)  5 min
Ethanol (100 %)  5 min
Ethanol (96 %)  5 min
Ethanol (96 %)  5 min
Ethanol (70 %)  5 min
Ethanol (70 %)  5 min
Aqua bidest.  5 min
 
Für  die  Entparaffinierung  wird  das  Gewebe  erst  in  Xylol  vom  Paraffin  befreit  und 
anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe schrittweise rehydriert, bis das Gewebe 
wieder mit Wasser gefüllt und so das physiologisches Erscheinungsbild wieder hergestellt 
ist. 
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Die Epitopdemaskierung der  rehydrierten Schnitte konnte nun mittels 10 mM Tris‐EDTA 
Retrievalpuffer  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.7)  erfolgen.  Die  Inkubation  der 
Gewebeschnitte  wurde  bei  60 °C  für  12‐17 Stunden  im  Wasserbad  (GFL / VWR, 
Darmstadt,  Deutschland)  durchgeführt.  Nach  der  Epitopdemaskierung  standen  die 
Gewebeschnitte für die Immundetektion zur Verfügung. 
3.2.2.5 Immundetektion 
Die eigentliche Immundetektion schloss sich direkt an die Rehydrierung der Gewebe und 
die Demaskierung der Epitope an. Das Ziel dieser Methode ist der direkte Nachweis bzw. 
die  Identifikation  antigener  Komponenten  (Epitope)  in  Gewebeschnitten  durch 
spezifische  Antikörper,  die  sowohl  über  Fluoreszenzfarbstoffe  als  auch  durch 
enzymatische  Reaktionen  visualisiert werden  können.  Verwendung  fand  ein  indirekter 
Antigennachweis durch die Bindung eines biotinylierten, speziesspezifischen sekundären 
Antikörpers  an  einen  antigenspezifischen  primären  Antikörper.  Die  Visualisierung  der 
Proteine  erfolgte  durch  die  Bindung  eines  Streptavidin‐HRPO  Komplexes  an  den 
sekundären Antikörper, dessen Enzym das Substrat 3,3'‐Diaminobenzidin  (DAB) umsetzt 
[136]. Das Produkt dieser Reaktion kann anschließend  lichtmikroskopisch detektiert und 
somit die Position des entsprechenden Proteins lokalisiert werden.  
 
Für  die  in situ  Immundetektion  wurde  das  Kit  „NOVADetect  Mouse  Tissue  Detection 
System,  Anti‐Mouse,  HRPO / DAB“  nach  Herstellerangaben  verwendet  (Dianova, 
Hamburg, Deutschland), weshalb die Durchführung nur verkürzt dargestellt wird. 
Sämtliche Schritte erfolgten in einer Feuchtkammer, die ein möglichst feuchtes Klima um 
die Gewebeschnitte aufrechterhält und dafür sorgt, dass die 7 µm dicken Schnitte nicht 
austrocknen. Zusätzlich wurden sie, wenn keine andere Lösung aufgegeben wurde, stets 
mit  1x PBS  (Zusammensetzung  Kapitel   2.2.6)  bedeckt.  Zunächst  wurden  alle 
Gewebeschnitte  auf  den  Objektträgern  mit  einem  hydrophoben  Pap‐Pen  (Ted Pella, 
Redding,  USA)  umrandet.  Dieser  bildet  eine  Flüssigkeitsbarriere  und  verhindert  das 
Verlaufen der Substanz‐ und Reaktionslösungen über den kompletten Objektträger. Nach 
ausgiebigen  Waschschritten  mit  PBS  mussten  zunächst  die  endogenen  Peroxidasen 
inaktiviert  werden,  da  auch  sie  das  Substrat  DAB  umsetzten  und  somit  zu  einer 
unspezifischen Hintergrundfärbung  führen würden.  Es  folgten  einige Waschschritte  die 
von einer 60‐70 minütigen  Inkubation mit einem „Rodent Block“ ersetzt wurden. Dieser 
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Zwischenschritt wurde nötig, da es sich sowohl bei der Quelle des primären Antikörpers 
als  auch  bei  der  Quelle  des  Gewebes,  mit  Mus musculus  und  Rattus norvegicus,  um 
Nagetiere  handelte.  Um  Interferenzen  bei  der  Antigen‐Antikörper‐Reaktion  zu 
minimieren, sollten dabei reaktive Immunoglobuline im Uterusgewebe der Ratte blockiert 
werden.  Einer  zweistündigen  Inkubation  mit  einer  1 : 500  Verdünnung  des  primären 
Antikörpers Maus anti‐PCNA in Blockpuffer (Zusammensetzung Kapitel  2.2.4) folgte direkt 
die Inkubation mit dem biotinylierten sekundären Antikörper. Einigen Waschschritten mit 
PBS  folgten die  Inkubation mit dem Streptavidin‐HRPO‐Komplex und die abschließende 
Färbung  der  Gewebeschnitte  durch  die  enzymatische  Umsetzung  vom  DAB.  Die 
Verweildauer  des  DAB‐Substrates  sollte  bei  allen  durchgeführten  Färbungen möglichst 
identisch  sein. Aus  diesem Grund wurde  die  Intensität  der  Färbung  im  Lichtmikroskop 
beobachtet und bei Erreichung einer ausreichenden Farbintensität durch Abklopfen der 
DAB‐Substratlösung  und  Säuberung  der  Schnitte  in  destilliertem  Wasser  abgestoppt. 
Abschließend wurden die Gewebe noch  in einer verkürzten aufsteigenden Alkoholreihe 
dehydriert und mittel des Eindeckmediums Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 
24 x 50 mm  Deckgläsern  (Carl Roth,  Karlsruhe,  Deutschland)  permanent  auf  dem 
Objektträger fixiert. 
 
Tabelle  3.11 Aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydrierung histologischer Paraffinschnitte 
Komponente  Dauer
Ethanol (70 %)  2 min
Ethanol (96 %)  2 min
Ethanol (100 %)  2 min
Xylol  2 min
 
3.2.2.6 Bildliche Dokumentation der behandelten Schnittpräparate 
Für  die  weitere  Auswertung  der  immunohistochemisch  angefärbten  Uterusschnitte 
wurden  diese  als  digitale  Bilder  dokumentiert.  Dies  geschah  an  einem  Axiolab 3 
Mikroskop  (Zeiss,  Jena,  Deutschland)  mit  angeschlossener  SPOT Digitalkamera 
Modell 1.4.0  (Diagnostic Instruments,  Sterling Heights,  USA)  und  der  entsprechenden 
computergestützten  Software  SPOT Advanced  Version  3.5.9  (Diagnostic Instruments, 
Sterling Heights, USA). Um bei der nachfolgenden Auswertung die Vergleichbarkeit der 
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Gewebeschnitte zu gewährleisten, musste bei der Herstellung der digitalen Bilder sowohl 
auf  identische  Vergrößerungen  als  auch  identische  Belichtungen  geachtet werden. Die 
Einstellungen wurden so gewählt, dass bei einer 200 fachen Vergrößerung 3 Pixel = 1 µm 
und  bei  einer  100 fachen  Vergrößerung  1,5 Pixel = 1 µm  entsprechen.  Abschließend 
konnten die Bilder mit den identischen Bildeinstellungen gespeichert werden. 
3.2.2.7 Vermessung der Uterusepithelhöhen (UEH) 
Neben  dem Uterusfeuchtgewicht  als  physiologischem Marker  für  die Östrogenität  von 
Substanzen  innerhalb  eines  uterotrophen  Assays  (Kapitel   1.3.2.1)  stellen  auch  die 
Epithelhöhen  von  Vagina  und  Uterus  valide  Indikatoren  für  Östrogenität  sowohl  in 
intakten als auch OVX Tieren verschiedener Spezies dar [33, 74, 242]. 
Für  die  Vermessung  der  Epithelhöhen  wurden  Uterusgewebeschnitte  verwendet,  die 
zuvor  einer  immunohistochemischen  Färbung  mit  Antikörpern  gegen  den 
Proliferationsmarker  PCNA  unterzogen  wurden  (Kapitel   3.2.2).  In  den  von  den 
Uterusquerschnitten  hergestellten  digitalen  Bildern  wurden  repräsentative  und 
morphologisch intakte Areale ausgewählt und bei 100 bzw. 200 facher Vergrößerung mit 
dem  im  Internet  frei verfügbaren Bildanalyseprogramm  Image J  (Version 1.40g, National 
Institute  of  Health,  Bethesda,  USA)  analysiert.  Insgesamt  wurde  in  mindestens  drei 
unabhängig voneinander behandelten Tieren pro Behandlungsgruppe, an 30‐90 beliebig 
ausgewählten  Positionen,  die  Höhe  des  Uterusepithels  bestimmt.  Die  aus  den 
Uterusepithelhöhen  der  6‐8 Tiere  pro  Behandlungsgruppe  gebildeten  Mittelwerte 
konnten abschließend statistisch ausgewertet und verglichen werden. 
3.2.2.8 Bestimmung der Proliferationsrate im Uterusepithel 
Die Gesamtproliferationsrate des Uterusgewebes wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl 
auf mRNA Ebene mittels qPCR  als  auch  auf Proteinebene mittels Western Blot Analyse 
untersucht. Um zusätzlich eine Aussage über die Lokalisation der Proliferation treffen zu 
können, wurde eine  immunohistochemische Färbung des Proliferationsmarkers PCNA  in 
Paraffindünnschnitten  durchgeführt  (Kapitel   3.2.2).  Anhand  dieser  Färbung  konnten 
PCNA‐positive Zellen  im Uterusepithel ermittelt und somit die relative Proliferationsrate 
errechnet  werden.  Verwendung  fanden  die  Bilder  der  Uterusquerschnitte  sowie  das 
Bildanalyseprogramm  Image J  (Version 1.40g,  National  Institute  of  Health,  Bethesda, 
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USA).  Alle  PCNA‐positiven  Epithelzellen  jedes  Tieres  aus  allen  Behandlungsgruppen 
wurden ausgezählt, ein prozentualer Mittelwert gebildet und statistisch ausgewertet. 
3.3 Statistische Auswertung 
Für die tabellarische Auswertung aller Messwerte wurde das Programm Excel der Firma 
Microsoft® verwendet. Alle Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte plusminus 
Standardabweichung  angegeben.  Die  einzige  Ausnahme  bilden  die  Ergebnisse  der 
Uterusfeuchtgewichte, die, wie bei der Darstellung mittels Box Plots üblich, als Median 
plusminus Standardabweichung dargestellt wurden.  
 
Je nach experimentellem Design fanden verschiedene statistische Auswertungsmethoden 
Anwendung.  Sofern es die Datenmenge  zuließ wurde  zu Beginn der  jeweiligen Analyse 
zunächst ein Ausreißertest nach Grubbs durchgeführt. Dieser Test  setzt normalverteilte 
Datensätzen voraus und ermittelt Ausreißer aus einer gegebenen Stichprobengruppe, die 
dann aus der weiteren Analyse eliminiert werden konnten [115]. 
 
Des  Weiteren  wurde  eine  einfaktorielle  Varianzanalyse  mittels  des  ANOVA‐Tests 
durchgeführt.  Anhand  dieses  Tests  konnten  gleichzeitig  mehr  als  zwei  Gruppen 
miteinander verglichen werden [296]. Der Test untersucht dabei die Wirkung einer, unter 
Umständen mehrfach gestuften Einflussgröße  (z. B. eines Futters oder einer subkutanen 
Behandlung  mit  einer  Testsubstanz)  auf  eine  abhängige  Variable  wie  das 
Uterusfeuchtgewicht oder die Uterusepithelhöhe. Dabei besagt die Nullhypothese, dass 
sich  keine  Unterschiede  in  der  abhängigen  Variable  durch  die  Einflussgröße  ergeben, 
wohingegen die Alternativhypothese einen  Effekt durch die  Einflussgröße erwartet. Als 
Resultat  ergab  der  ANOVA‐Test  einzig  die  Information,  ob  sich  dem  Konfidenzintervall 
entsprechend  die  untersuchten  Gruppen  signifikant  voneinander  unterschieden  oder 
nicht. Zwischen welchen Gruppen der Unterschied besteht gab dieser Test nicht an. Aus 
diesem Grund wurde  im  direkten  Anschluss  ein  so  genannter  post‐hoc Test  nach  dem 
Bonferroni‐Verfahren durchgeführt, um die sich signifikant unterscheidenden Gruppen zu 
ermitteln. Diese Art der statistischen Auswertung wurde bei der Evaluierung der Daten zu 
den  Uterusfeuchtgewichten,  den  Uterusepithelhöhen,  der  Proliferationsrate  im 
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Uterusepithel  sowie  der  Densitometrie  nach  der  Western Blot  Analyse  mit  einem 
Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 angewendet. 
 
Als zusätzlicher und einzig bei der Evaluierung der Daten aus den Genexpressionsanalysen 
angewendeter  statistischer  Test wurde  der Welch t‐Test  angewendet  [368].  Es  handelt 
sich  dabei  um  einen  parametrischen  Test  für  zwei  normalverteilte  Stichproben  mit 
unterschiedlichen  Varianzen.  Aufgrund  der  Tatsache  dass  zu  Beginn  der 
Genexpressionsanalysen  die  RNAs  der  einzelnen  Tiere  aus  Praktikabilitäts‐  und 
Kostengründen  gepoolt  wurden,  beleuchtet  die  statistische  Auswertung  dieser  Daten 
einzig die Unterschiede bzw. Genauigkeit  in den PCRs und nicht die der Unterschiede  in 
den einzelnen Tieren. Als Signifikanzniveaus wurden die folgenden festgelegt: 
 
      p ≤ 0,05  * / #    leicht signifikant 
      p ≤ 0,01  ** / ##   signifikant 
      p ≤ 0,001  *** / ###  hochsignifikant 
 
Allen  in dieser Arbeit verwendeten statistischen Auswertungsmethoden  ist gemein, dass 
klar  zwischen  mathematischer  Signifikanz  und  biologischer  Relevanz  unterschieden 
werden muss. Mitunter führen  leichte Änderungen  in der Genexpression aufgrund einer 
Behandlung  wegen  einer  geringen  Standardabweichung  zu  einer  mathematischen 
Signifikanz.  Dies  muss  aber  gleichzeitig  nicht  bedeuten,  dass  diese 
Genexpressionsänderung auch eine biologische Relevanz hat. 
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4 Ergebnisdarstellung 
4.1 Ermittlung  der  täglichen  Nahrungsaufnahmemenge,  der 
Isoflavonexposition und der daraus resultierenden Plasmaspiegel 
Anhand der durchgeführten  tierexperimentellen Studien  sollte der Einfluss von mit der 
Nahrung aufgenommenen Isoflavonen auf physiologische und molekulare Parameter des 
Rattenuterus  untersucht werden.  Um  die  erhobenen  Daten  später  objektiv  beurteilen 
und  mit  anderen  Studien  vergleichen  zu  können,  wurde  zunächst  die  tägliche 
Futteraufnahme der einzelnen Tiere bestimmt. Aus diesen Daten konnten dann über den 
Isoflavongehalt der Futter direkt die täglichen Expositionen errechnet werden. In Tabelle 
 4.1 sind die erhobenen Daten dargestellt. 
 
Tabelle   4.1  Dargestellt  ist  der  Isoflavongehalt  der  verwendeten  Diäten  sowie  die  über  die 
Nahrungsmenge ermittelten Dosen an  täglicher Daidzein  (DAI) bzw. Genistein  (GEN) Exposition an den 
entsprechenden  Entwicklungsstadien.  Die mit  (*) markierten Werte  beziehen  sich  auf  den  Gehalt  an 
Isoflavonen insgesamt. 
  Isoflavongehalt des Futters  Isoflavonexposition 
Diät  [pro Gramm] Juvenil  Adult 
phytoöstrogenfrei  <10 µg (*) <1 mg / kg & d  <1,3 mg / kg & d
isoflavonreich 
232 ± 10 µg DAI
240 ± 36 µg GEN
49 mg / kg & d 
(*) 
63 mg / kg & d
(*)
genisteinsupplementiert  ~700 µg GEN 73 mg / kg & d  93 mg / kg & d
 
Die  Bestimmung  des  Isoflavongehaltes  der  verwendeten  Futter  sowie  des  Blutplasmas 
wurde mittels HPLC‐Analyse am Institut für Arbeitsphysiologie der Universität Dortmund 
in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Gisela Degen durchgeführt. 
 
Über  einen  Zeitraum  von  vier  Wochen  wurde  die  tägliche  Futteraufnahme  jedes 
einzelnen Tieres bestimmt. Juvenile Ratten, mit einem durchschnittlichen Körpergewicht 
von  72 g,  nahmen  täglich  knapp  8 Gramm  und  adulte  Ratten,  mit  einem 
Durchschnittsgewicht von 150 g, circa 18 Gramm Futter pro Tag auf. Hierbei gab es keine 
relevanten Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Futtergruppen.  
Ergebnisdarstellung 
70 
 
Abgeleitet  aus  den  aufgenommenen  Futtermengen  zeigten  sich  zwischen  den 
verschiedenen  Futtergruppen  deutliche  Unterschiede  in  den  Expositionsgraden 
gegenüber den diätetischen Isoflavonen. Die Tiere der phytoöstrogenfreien Futtergruppe 
zeigten vernachlässigbar geringe Expositionsspiegel, die sich im Bereich von 1 mg / kg & d 
bewegen.  Dem  gegenüber  sind  die  Tiere  aus  beiden  isoflavonhaltigen  Futtergruppen 
wesentlich höheren Spiegeln ausgesetzt. Sie  liegen  in Abhängigkeit des Alters der Tiere 
bei  49  bzw.  63 mg / kg & d  in  der  isoflavonreichen  Gruppe  sowie  bei  73  bzw. 
93 mg / kg & d in der genisteinsupplementierten Gruppe (Tabelle  4.1). 
 
Tabelle   4.2  Isoflavonplasmaspiegel von Genistein, Daidzein sowie dessen Metabolit Equol, gemessen  in 
21 Tage alten Ratten der verschiedenen Futtergruppen. Entnommen aus Hertrampf et al. 2009 [126] 
Diät  Genistein Daidzein Equol
phytoöstrogenfrei  <12 ng / ml <6 ng / ml <3 ng / ml
isoflavonreich  468 ± 159 ng / ml 338 ± 96 ng / ml 821 ± 174 ng / ml
genisteinsupplementiert  1038 ± 946 ng / ml <6 ng / ml <3 ng / ml
 
Die  Untersuchung  der  Plasmakonzentrationen  von  Daidzein,  Genistein  und  Equol  in 
juvenilen 21 Tage alten Ratten ergab, dass deren Konzentrationen aufgrund der Fütterung 
mit  isoflavonhaltigen Diäten  um  ein Vielfaches  höher  sind  als  die  in  phytoöstrogenfrei 
ernährten Tieren. Tabelle  4.2 fasst die ermittelten Plasmakonzentrationen zusammen wie 
sie bereits bei Hertrampf et al. veröffentlicht sind [126]. 
 
4.2 Effekte einer Langzeitexposition gegenüber oral aufgenommenen 
Isoflavonen  auf  den  Uterus  von  juvenilen  und  adulten  Wistar 
Ratten (TV 1a) 
Die Durchführung dieses Tierexperiments diente  zur Untersuchung der  Langzeitwirkung 
von  diätetischen  Isoflavonen  auf  physiologische  sowie  verschiedene  molekulare 
Endpunkte im juvenilen bzw. adulten Uterus (Kapitel  2.6.1.1). 
4.2.1 Einfluss von diätetischen Isoflavonen auf die Uterotrophie 
Der  Uterus  stellt  sowohl  für  endogene  als  auch  für  exogen  zugeführte  Östrogene  ein 
primäres Zielorgan dar. Aus diesem Grund gelten Daten zum Uterusfeuchtgewicht sowie 
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zur  uterinen  Genexpression  als  valide  Parameter  für  die  Evaluierung  des  östrogenen 
Potentials  von  Substanzen.  Für  eine  präzisere  Auswertung  sowie  für  eine  bessere 
Vergleichbarkeit  von  Tierexperimenten werden nicht die  absoluten,  sondern die  gegen 
das Körpergewicht relativierten Feuchtgewichte dargestellt.  
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Abbildung   4.1  Uterusfeuchtgewicht  (UWW)  von  juvenilen  und  adulten  Wistar  Ratten  nach 
Langzeitexposition gegenüber den entsprechenden diätetischen Isoflavonen. Der Box Plot zeigt die 10 % 
und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) sowie die Minimal‐ und Maximal‐Werte. 
a kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrolldiät  (ANOVA;  Bonferroni 
post‐hoc Test mit a p ≤ 0,05). # kennzeichnet signifikante Feuchtgewichtsunterschiede zwischen juvenilen 
und adulten Tieren der gleichen Futtergruppe (Welch t‐Test mit # p ≤ 0,05). 
 
Abbildung   4.1  zeigt  die  Einflüsse  einer  lebenslangen,  in utero  begonnenen  Exposition 
gegenüber  Isoflavonen  auf  das  Uterusfeuchtgewicht  von  immaturen  intakten  sowie 
adulten OVX Ratten der F1‐Generation.  Im Hinblick auf die phytoöstrogenfrei ernährten 
Kontrollgruppen  zeigen  sich  keine  Unterschiede  in  den  Feuchtgewichten  zwischen 
juvenilen und adulten Tieren. Betrachtet man einzig die  juvenilen Tiere, zeigt sich, dass 
auch  eine  lebenslange  Exposition  gegenüber  einer  isoflavonreichen  Diät  keine 
Uterotrophie  auslöst.  Im  Gegensatz  dazu  führt  die  chronische  Genisteinexposition  bei 
juvenilen Tieren zu einer signifikanten Verdoppelung des Feuchtgewichts. In adulten OVX 
Tieren  konnte  sowohl nach  Exposition  gegenüber einer  isoflavonreichen  als  auch einer 
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genisteinsupplementierten Diät eine um 47 bzw. 36 % gesteigerte, signifikante Erhöhung 
der Uterusfeuchtgewichte beobachtet werden. 
4.2.2 Einfluss  von  diätetischen  Isoflavonen  auf  die  Expression  uteriner 
Proliferationsmarker 
Erhöhte  Uterusfeuchtgewichte  infolge  einer  Exposition  gegenüber  östrogenen 
Substanzen sind auf verschiedene Ursachen zurückzuführen. Neben einer Einlagerung von 
Luminalflüssigkeit spielt vor allem Zellproliferation eine entscheidende Rolle. Aus diesem 
Grund  wurde  der  Einfluss  von  isoflavonreichen  Diäten  auf  die  Expression  uteriner 
Proliferationsmarker sowohl auf mRNA‐ als auch auf Proteinebene untersucht. 
 
PCNA
Diät
re
l. 
m
RN
A
 E
xp
re
ss
io
n
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
juvenil adult
Kontrolldiät
isoflavonreich
*
*
# #
genistein‐
supplementiert
#
Ki67
isoflavonreich
**
# #
genistein‐
supplementiert
**
*
# # # 
re
l. 
m
RN
A
 E
xp
re
ss
io
n
 
Abbildung  4.2 Relative mRNA Expressionsspiegel der Proliferationsmarker PCNA und Ki67.  
* kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrolldiät  (Welch t‐Test  mit 
* p<0,05;  ** p<0,01).  # kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zwischen  juvenilen  und  adulten  Tieren 
innerhalb einer Futtergruppe (Welch t‐Test mit # p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001). 
 
Der quantitative Nachweis der mRNA Expression  von Ki67 und PCNA  zeigte bei beiden 
Genen  das  gleiche  Regulationsmuster.  In  juvenilen  Tieren  konnten  sowohl  in  der 
isoflavonhaltigen  als  auch  in  der  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  signifikant 
verringerte mRNA Spiegel von Ki67 und PCNA beobachtet werden. Die Expressionsraten 
beider Gene wurden durch die entsprechenden Fütterungen mindestens halbiert und im 
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Falle  der  genisteinsupplementierten  Diät  wurde  die  Ki67  Expressionsrate  sogar  noch 
weiter,  auf  etwa  20 %  im  Vergleich  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrollgruppe,  reduziert. 
Diese  antiproliferativen  Effekte  beider  isoflavonhaltiger  Diäten  sind  nur  in  juvenilen 
Tieren sichtbar und in adulten OVX Tieren nicht mehr nachweisbar (Abbildung  4.2). Diese 
Tiere  zeigen  tendenziell  leicht  erhöhte  Ki67  (37 bzw. 44 %)  und  PCNA  (35 bzw. 14 %) 
mRNA Spiegel  infolge der Fütterung mit  isoflavonreicher bzw. genisteinsupplementierter 
Nahrung,  jeweils  verglichen  mit  der  phytoöstrogenfreien  Kontrolle.  Vergleichbares 
spiegelt  sich  auf Proteinebene wieder. Während die PCNA Proteinexpression durch die 
isoflavonhaltige  Nahrung  um  47 %  steigt,  zeigt  die  genisteinsupplementierte  Nahrung 
keinen  Einfluss.  Dem  Anhang  8.1  können  zusätzlich  die  Expressionsprofile  der 
Komponenten des Igf1 / Igf1‐R Signalweges entnommen werden. 
4.2.3 Einfluss  von  diätetischen  Isoflavonen  auf  die  Expression  uteriner 
Östrogenitätsmarker 
Die Gene Komplement C3 und Clusterin sind sehr gut etablierte Marker, um das östrogene 
Potential  von  Substanzen  auf mRNA  Ebene  untersuchen  zu  können.  Beide  zeigen  im 
Uterus  infolge eines östrogenen Stimulus ein klares Expressionsmuster: Komplement C3 
wird stark  in seiner Expression  induziert und Clusterin  inhibiert [76]. Des Weiteren steht 
auch  das  Gen  des  Progesteronrezeptors  unter  östrogener  Kontrolle.  Anhand  der 
Expressionsmuster dieser Markergene  für Östrogenität  lässt sich demnach nicht nur das 
östrogene  bzw.  antiöstrogene  Potential  von  Substanzen,  sondern  auch  die 
Ausprägungsstärke dieser Eigenschaft abschätzen.  
 
In  den  Uteri  von  Tieren  die  lebenslang  einer  isoflavonreichen  Diät  ausgesetzt  waren, 
konnte  in Bezug auf die Expression des Komplement C3  sowohl  in  juvenilen als auch  in 
adulten Tieren eine leichte aber signifikante Verringerung der Expressionsrate beobachtet 
werden. Bei Betrachtung der Uteri aus der genisteinsupplementierten Futtergruppe fällt 
auf, dass es  in  juvenilen Tieren zunächst zu einer starken Expressionsinduktion (44 fach) 
kommt, die  sich aber  im adulten Tier nicht mehr  findet.  In diesen Tieren kommt es  im 
Gegenteil zu signifikant verringerten Komplement C3 mRNA Spiegeln (Abbildung  4.3A). 
Ergebnisdarstellung 
74 
 
Clusterin
Diät
re
l. 
m
RN
A
 E
xp
re
ss
io
n
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
isoflavonreich genistein‐
supplementiert
Kontrolldiät
juvenil
adult
Komplement C3
Diät
re
l. 
m
RN
A
 E
xp
re
ss
io
n
0
2
4
40
50
60
70
80
juvenil
adult
Kontrolldiät
isoflavonreich
**
genistein‐
supplementiert
*
#
A B
re
l. 
m
RN
A
 E
xp
re
ss
io
n
re
l. 
m
RN
A
 E
xp
re
ss
io
n
 
Abbildung   4.3  Veränderungen  der  relativen  mRNA  Expressionsspiegel  von  Komplement C3  (A)  und 
Clusterin (B) infolge einer isoflavonreichen bzw. genisteinsupplementierten Diät. 
 * kennzeichnet signifikante Unterschiede zur phytoöstrogenfreien Kontrolldiät (rote Linie) (Welch t‐Test 
mit * p<0,05). # kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen juvenilen und adulten Tieren innerhalb 
einer Futtergruppe (Welch t‐Test mit # p<0,05). 
 
Im  Hinblick  auf  den  Östrogenitätsmarker  Clusterin  zeigt  sich,  dass  unabhängig  vom 
jeweiligen  Entwicklungsstand  weder  die  isoflavonreiche  noch  die 
genisteinsupplementierte Diät einen signifikanten Einfluss auf Expression dieses Gens hat. 
Lediglich  eine  leichte  Tendenz  zu  verringerten Clusterin mRNA  Spiegeln  lässt  sich nach 
einer lebenslangen Exposition gegenüber Genistein finden (Abbildung  4.3B). 
 
Das  Expressionsprofil  des  Progesteronrezeptor  Gens  (PGR)  zeigt  infolge  der  beiden 
isoflavonhaltigen  Diäten  ein  invertiertes  Regulationsmuster.  In  juvenilen  Weibchen 
kommt  es  im  Vergleich  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrollgruppe  durch  eine 
isoflavonreiche Diät zu einer Verdoppelung der Expressionsrate des PGR, wohingegen die 
genisteinsupplementierte  Diät  zu  einer mehr  als  dreimal  verringerten  PGR  Expression 
führt.  Ganz  anders  zeigt  sich  die  Situation  in  adulten  Tieren.  Hier  werden  um  50 % 
verringerte  PGR  mRNA  Spiegel  infolge  der  isoflavonreichen  Diät  ermittelt.  Die 
genisteinsupplementierte  Nahrung  hat  in  diesen  Tieren  keinen  Einfluss  auf  die  PGR 
Expression (Abbildung  4.4). 
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Abbildung   4.4  Veränderungen  der  relativen  mRNA  Expression  des  Progesteronrezeptor  (PGR)  Gens 
infolge einer isoflavonreichen bzw. genisteinsupplementierten Diät.  
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zur phytoöstrogenfreien Kontrolldiät  (rote Linie)  (Welch t‐Test 
mit * p<0,05; ** p<0,01). # kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen juvenilen und adulten Tieren 
innerhalb einer Futtergruppe (Welch t‐Test mit ### p<0,001). 
 
4.2.4 Einfluss  von  diätetischen  Isoflavonen  auf  die  Expression  der 
Östrogenrezeptoren im Uterus 
Für  die  Aufnahme  des  endokrinen  Signals  von  Östrogenen  sowie  die  anschließende 
Signalweiterleitung sind die entsprechenden Östrogenrezeptoren erforderlich. Im Uterus 
sind beide ER Subtypen exprimiert, jedoch ist im adulten Tier der ERα der vorherrschende 
Rezeptor [178].  
Die  mRNA  Expression  beider  ER  Subtypen  wurde  in  juvenilen  Tieren  infolge  der 
genisteinsupplementierten  Diät  hochsignifikant  auf  20 %  (ESR1)  bzw.  30 %  (ESR2)  im 
Vergleich zur phytoöstrogenfreien Kontrollgruppe herunterreguliert. Hinsichtlich des ESR1 
Gens bleibt die Expressionsrate auch in adulten Tieren signifikant verringert, wohingegen 
sie beim ESR2 wieder auf Kontrollniveau ansteigt. Die  lebenslange Exposition gegenüber 
der isoflavonreichen Diät hat weder in juvenilen noch in adulten Tieren einen Einfluss auf 
die mRNA Expression beider ER Subtypen. 
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4.3 Langzeitexposition gegenüber diätetischen Isoflavonen und deren 
Einfluss auf die Sensitivität des Uterus gegenüber Östrogenen  im 
immaturen uterotrophen Assay (TV 1b) 
Da  sich  im  vorangegangenen  tierexperimentellen  Versuchsteil  der  juvenile,  immature 
Uterus  als  sehr  sensitives  Organ  zur  Untersuchung  der  Langzeitwirkungen  von 
diätetischen  Isoflavonen  herausgestellt  hat,  sollen  im  folgenden  Tierversuch  die 
komplexen Wirkmechanismen  von Genistein weiter  untersucht werden.  Im Versuchteil 
TV 1b sollen vor allem folgende Fragen geklärt werden: Erstens,  inwieweit moduliert die 
chronische Exposition gegenüber diätetischen  Isoflavonen, und  im  speziellen Genistein, 
die  Sensitivität  des  juvenilen  Uterus  gegenüber  zusätzlichen  östrogenen  Stimuli?  Und 
zweitens, inwieweit verändern sich die proliferativen Antworten des Uterus auf östrogene 
Stimuli durch die Langzeitexposition gegenüber den diätetischen Isoflavonen? 
 
Zur  Klärung  dieser  Fragestellungen  wurde  an  juvenilen  Weibchen  ein  immaturer 
uterotropher Assay durchgeführt  (Kapitel   1.3.2.1). An drei aufeinander  folgenden Tagen 
wurden den 21 Tage alten Tieren die,  in Tabelle   2.5 beschriebenen, Dosen  von E2 und 
Genistein  subkutan  injiziert.  Um  ferner  zwischen  einer  ERα‐  bzw.  ERβ‐vermittelten 
Wirkung  von  Genistein  unterscheiden  zu  können,  wurden  zusätzlich  die  selektiven 
östrogenrezeptorsubtypspezifischen Liganden 16α‐LE2 bzw. 8β‐VE2  in den  in Tabelle  2.5 
angegebenen Dosen verwendet. 
4.3.1 Einfluss  von  Genistein  sowie  östrogenrezeptorsubtyp‐spezifischer 
Liganden  auf  die  Uterotrophie  in  chronisch  Isoflavon  exponierten 
juvenilen Ratten 
Der  immature  uterotrophe Assay  ist  ein  von  der OECD  standardisierter  und  validierter 
in vivo  Test  zur  Ermittlung  von  natürlichen / synthetischen,  östrogenen  bzw. 
antiöstrogenen  Substanzen  [164].  Abbildung   4.5  zeigt  die  gemessenen 
Uterusfeuchtgewichte von  juvenilen Weibchen aller drei Futtergruppen nach dreitägiger 
subkutaner Applikation der entsprechenden Test‐ bzw. Referenzsubstanzen.  Im Hinblick 
auf  die  Behandlung  mit  dem  endogenen  Liganden  E2  wird  deutlich,  dass  sich  das 
Uterusfeuchtgewicht in allen Futtergruppen auf etwa 1500 mg / kg Körpergewicht erhöht. 
Diese  Steigerung  um  272 %  im  Falle  der  phytoöstrogenfreien  bzw.  344 %  im  Falle  der 
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isoflavonreichen  Diät  ist  signifikant.  In  der  Gruppe mit  genisteinsupplementierter  Diät 
kommt es im Vergleich zur Kontrolle hingegen nur zu einer geringen Steigerung um 85 %. 
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Abbildung   4.5  Uterusfeuchtgewicht  (UWW)  von  juvenilen  Wistar  Ratten  der  verschiedenen 
Futtergruppen nach dreitägiger  subkutaner Behandlung mit den  entsprechenden  Substanzen  in  einem 
immaturen uterotrophen Assays. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) 
als auch die Minimal‐ und Maximal‐Werte.  
a kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrolldiät  (ANOVA;  Bonferroni 
post‐hoc  Test mit  a p ≤ 0,05).  # kennzeichnet  signifikante  Feuchtgewichtsunterschiede  innerhalb  einer 
Futtergruppe (Welch t‐Test mit # p ≤ 0,05). 
 
Infolge  der  Behandlung  mit  dem  ERα‐selektiven  Agonisten  16α‐LE2  können 
Uterusfeuchtgewichte  gemessen werden, wie  sie  auch  schon  in  E2 behandelten Tieren 
aufgetreten sind. Sie liegen im Mittel bei 1250 mg / kg Körpergewicht und sind nur in der 
phytoöstrogenfreien  Gruppe  signifikant  zur  Kontrolle.  Die  subkutane  Applikation  von 
Genistein hat  in  keiner der betrachteten  Futtergruppen einen uterotrophen Effekt. Die 
ermittelten  Feuchtgewichte  liegen  alle  auf  einem  vergleichbaren  Niveau  wie  die 
Kontrolle, wenngleich  sowohl  in der Kontrollgruppe als auch  in der Behandlungsgruppe 
mit Genistein tendenziell leicht erhöhte Uterusfeuchtgewichte verzeichnet werden, wenn 
die  Tiere  auf  einer  genisteinsupplementierten  Diät  aufgewachsen  sind.  Auch  die 
Behandlung  mit  dem  ERβ‐selektiven  Agonisten  8β‐VE2  verursacht  in  keiner  der 
untersuchten Futtergruppe uterotrophe Effekte. Jedoch steigt das Uterusfeuchtgewicht in 
dieser Gruppe proportional mit dem  Isoflavongehalt  im Futter. Zusammengefasst  ist es 
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am niedrigsten  in Tieren der phytoöstrogenfreien Futtergruppe, steigt  leicht  infolge der 
isoflavonreichen Diät und steigert sich nochmals in Tieren der genisteinsupplementierten 
Futtergruppe. Es  lässt  sich daher  festhalten, dass uterotrophe Effekte nur  infolge einer 
subkutanen  Behandlung  mit  ERα  Liganden  beobachtet  werden  können.  Eine 
pharmakologische  Genisteindosis,  verabreicht  über  einen  kurzen  Zeitraum,  induziert 
keine  Uterotrophie,  wenngleich  die  chronische  Exposition  gegenüber  Genistein  das 
Uterusfeuchtgewicht  tendenziell  erhöht. Dieser  Effekt  ist  in  allen  Behandlungsgruppen 
sichtbar. 
4.3.2 Einflüsse  von  Genistein  sowie  östrogenrezeptorsubtyp‐spezifischer 
Liganden auf die Expression verschiedener uteriner Markergene 
Mit den Uteri aus dem Versuchsteil TV 1b wurden Genexpressionsanalysen durchgeführt, 
um die Auswirkungen der lebenslangen Isoflavonexposition auf die Sensitivität des Uterus 
gegenüber  östrogenen  Stimuli  auf  molekularer  Ebene  zu  untersuchen.  Der  Fokus  lag 
dabei  auf  Markergenen  für  Proliferation,  Östrogenität  sowie  auf  den  Rezeptoren  für 
Östrogene und Gestagene selbst (Abbildung  4.6A‐D).  
 
Bei  Betrachtung  des  Expressionsprofils  des  Proliferationsmarkers  PCNA  lässt  sich 
erkennen, dass es durch keine der  im uterotrophen Assays verwendeten Substanzen zu 
einer  signifikanten  Induktion  der  Proliferation  gekommen  ist.  Selbst  nach  dreitägiger 
subkutaner Behandlung mit E2 kommt es in keiner der Futtergruppen zu erhöhten PCNA 
mRNA Spiegeln. Darüber hinaus führt der ERα‐selektive Agonist 16α‐LE2 tendenziell eher 
zu erniedrigten PCNA mRNA  Spiegeln, wenngleich nur  in der phytoöstrogenfreien bzw. 
isoflavonreichen  Futtergruppe  signifikante  Reduktionen  von  40 %  beobachtet  werden 
können.  Ein  ähnliches  Expressionsmuster  zeigt  PCNA  nach  subkutaner  Applikation  von 
Genistein und dem selektiven ERβ‐Agonisten 8β‐VE2.  Jedoch  ist das Muster  im Fall von 
Genistein wesentlich  deutlicher  ausgeprägt.  Beide  Behandlungen  reduzieren  die  PCNA 
mRNA  Spiegel  in  Tieren,  die  auf  isoflavonhaltigen  Diäten  aufgewachsen  sind.  Hinzu 
kommt, dass dieser Effekt sich mit steigendem Isoflavongehalt  in der Nahrung verstärkt. 
Demnach  verringert Genistein  als  selektiver  ERβ‐Agonist  die mRNA  Spiegel  von  PCNA, 
wenn  die  Tiere  bereits  lebenslang  gegenüber  Isoflavonen  exponiert waren  (Abbildung 
 4.6A). 
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Abbildung   4.6  Veränderungen  der  relativen  mRNA  Expression  der  uterinen  Markergene  PCNA  (A), 
Komplement C3  (B),  Östrogenrezeptor α  (C)  und  Progesteronrezeptor  (D)  infolge  der  subkutanen 
Applikation der entsprechenden Substanzen während eines immaturen uterotrophen Assays. 
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zur  jeweiligen mit Rizinusöl behandelten Kontrollgruppe  (rote 
Linie) (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001). 
 
Die  Expression  des  Komplement C3  Gens  wird  für  die  Evaluierung  des  östrogenen 
Potenzials herangezogen. Infolge einer subkutanen Behandlung mit E2 kommt es zu einer 
erheblich gesteigerten Transkriptionsrate  in allen drei Futtergruppen. Vergleichbar stark 
exprimiert  wird  Komplement C3  dabei  in  Tieren  der  phytoöstrogenarmen  bzw. 
isoflavonreichen  Futtergruppe  (480 bzw. 557 fach  im  Vergleich  zur  Kontrolle). 
Demgegenüber  ist  in  den  Tieren  der  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  das 
Komplement C3  zwar  immer  noch  stark  in  Folge  der  E2  Behandlung  exprimiert,  aber 
längst  nicht  mehr  so  ausgeprägt  (13 fach)  wie  in  den  beiden  vorher  beschriebenen 
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Gruppen.  Ein  ähnliches  Expressionsprofil  ist  durch  die  Behandlung  mit  16α‐LE2  zu 
beobachten,  wobei  die  höchsten  Komplement C3  mRNA  Spiegel  in  den  Uteri  der 
phytoöstrogenarmen  Futtergruppe  gemessen  werden  (381 fach).  Mit  steigendem 
Isoflavongehalt in der Diät nimmt dann aber die Ausprägung der mRNA Induktion ab und 
endet  in der genisteinsupplementierten Futtergruppe bei nur noch 45 fach  im Vergleich 
zur  Kontrolle.  Die  subkutane  Behandlung  mit  Genistein  bewirkt  in  Tieren  der 
isoflavonreichen  Futtergruppe  eine  signifikante  etwa  fünffache  Erhöhung  der 
Komplement C3 mRNA Expression.  Im Gegensatz dazu kommt es durch die Kombination 
von  lebenslanger  diätetischer  Genisteinaufnahme  und  kurzfristiger  Genistein‐
administration zu einer starken Verringerung der Komplement C3 Transkription. Lediglich 
die 0,13 fache Menge an mRNA  im Vergleich zur Kontrolle sind  in den Uteri dieser Tiere 
noch nachweisbar (Abbildung  4.6B). 
 
Bei der Betrachtung des Expressionsmusterns vom ERα kann festgestellt werden, dass im 
immaturen  uterotrophen  Assay  die  Verabreichung  von  E2  bzw.  16α‐LE2  in  allen 
Futtergruppen  zu  signifikant  verringerten  ESR1  Transkriptionsraten  führt. Genistein  als 
auch  8β‐VE2  zeigen  ebenfalls  diesen  Effekt.  Allerdings  müssen  die  Tiere  dafür  zuvor 
isoflavonhaltigen Diäten  ausgesetzt worden  sein,  da  beide  Liganden  in  den  Tieren  der 
phytoöstrogenfreien Futtergruppe keinen Einfluss auf die ESR1 Expression haben. Waren 
die  Tiere  im  Vorfeld  über  diätetischen  Isoflavone  exponiert,  sind  Genistein  und  E2 
vergleichbar stark östrogen. Waren sie das nicht, bleibt dieser starke östrogene Effekt von 
Genistein aus (Abbildung  4.6C). 
 
Erheblich  komplexer  zeigt  sich  das  Expressionsprofil  des  PGR  Gens.  Infolge  der 
subkutanen Behandlung mit E2 bzw. 16α‐LE2 kommt es in Tieren der phytoöstrogenfreien 
und  isoflavonreichen Futtergruppe  zu hochsignifikant verringerten PGR mRNA Spiegeln. 
Sind die Tiere  lebenslang  gegenüber  genisteinsupplementiertem  Futter exponiert,  zeigt 
einerseits  E2  keinen  Effekt  auf  die  PGR  Expression  und  andererseits  16α‐LE2  eine 
tendenzielle Expressionssteigerung auf das 4 fache im Vergleich zur Kontrolle. Im Hinblick 
auf die Behandlung mit Genistein und 8β‐VE2 kann erneut ein ähnliches Expressionsprofil 
dieser beiden Substanzen beobachtet werden, wenngleich die Wirkungen von Genistein 
ausgeprägter  sind  als  die  des  ERβ‐Agonisten.  Die  subkutane  Genisteinbehandlung 
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resultiert  in  Tieren  der  isoflavonreichen  Futtergruppe  in  einer  signifikant  verringerten 
PGR  Transkriptionsrate.  Im  Gegensatz  dazu  kommt  es  in  den  beiden  anderen 
Futtergruppen tendenziell zu erhöhten PGR mRNA Spiegeln. Zusammenfassend lässt sich 
für  den  PR  festhalten,  dass  die  lebenslange  Exposition  gegenüber  Genistein  der 
ERα‐vermittelten Östrogenität entgegenwirkt. Dies  ist  infolge einer  isoflavonreichen Diät 
nicht  zu  beobachten.  Die  Kombination  aus  lebenslanger  isoflavonreicher  Diät  und 
vorübergehender  subkutaner  Genisteinapplikation  resultiert  in  einem,  mit  E2 
vergleichbaren, östrogenen Potenzial (Abbildung  4.6D).  
 
Zusätzlich  zu  den  hier  beschriebenen Genen wurden  noch weitere  uterine Marker  für 
Proliferation  (Ki67,  Igf1 und  Igf1‐R), Östrogenität  (Clu) sowie das Expressionsmuster des 
ESR2 Gens mittels qPCR untersucht. Deren genaue Expressionsdaten können dem Anhang 
 8.2 entnommen werden. 
 
4.4 Langzeitexposition  gegenüber  diätetischen  Isoflavonen  sowie 
deren  Einfluss  auf  die  Sensitivität  des  Uterus  gegenüber 
Östrogenen in adulten ovariektomierten Ratten (TV 1c) 
In  der  tierexperimentellen  Studie  TV 1c  wurden  Tiere  lebenslang  einer 
phytoöstrogenfreien,  einer  isoflavonreichen  oder  einer  genisteinsupplementierten  Diät 
ausgesetzt. 80 Tage post partum wurden die Tiere ovariektomiert und einer 14 tägigen 
Ruhephase  folgte die Durchführung eines  von der OECD  standardisierten uterotrophen 
Assays  (Kapitel   1.3.2.1)  [156, 157]. Es  fanden erneut die bereits  im TV 1b verwendeten 
Substanzen  E2,  Genistein  sowie  beide  östrogenrezeptorsubtypspezifischen  Liganden 
Anwendung. In diesem Versuchsteil sollten primär die folgenden Fragestellungen geklärt 
werden: Erstens, beeinflusst die kontinuierliche,  lebenslange und dabei bereits pränatal 
gestartete Exposition gegenüber diätetischen Isoflavonen die östrogene Responsivität des 
adulten Uterus gegenüber hormonellen Stimuli? Und zweitens,  inwieweit verändert sich 
durch  die  lebenslange  Exposition  die  physiologische / proliferative  Responsivität 
gegenüber hormonellen Stimuli?  
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4.4.1 Einflüsse  von  subkutan  appliziertem  Genistein  sowie  östrogenrezeptor‐
subtypspezifischer Liganden auf die physiologischen Antworten des Uterus 
In Abbildung  4.7 sind die Uterusfeuchtgewichte adulter OVX Weibchen dargestellt, wie sie 
infolge der unterschiedlichen Behandlungen im uterotrophen Assay auftraten. 
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Abbildung   4.7 Uterusfeuchtgewichte  (UWW) von adulten OVX Ratten der verschiedenen Futtergruppen 
nach  dreitägiger  subkutaner  Behandlung mit  den  entsprechenden  Substanzen  in  einem  uterotrophen 
Assay. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) als auch die Minimal‐ und 
Maximal‐Werte. 
a kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrolldiät  (ANOVA;  Bonferroni 
post‐hoc  Test mit  a p ≤ 0,05).  # kennzeichnet  signifikante  Feuchtgewichtsunterschiede  innerhalb  einer 
Futtergruppe (Welch t‐Test mit # p ≤ 0,05). 
 
Bei Tieren, die  lebenslang keinen diätetischen  Isoflavonen ausgesetzt waren, kommt es 
durch  die  Applikation  von  E2  bzw.  16α‐LE2  zu  signifikant  erhöhten 
Uterusfeuchtgewichten  im Bereich von 3‐4 fach (1600 mg / kg Körpergewicht) verglichen 
mit  der  Kontrolle.  Es  kommt  jedoch  zu  einer  erheblichen  Verstärkung  dieses  Effektes, 
wenn  die Weibchen  zuvor  lebenslang mit  isoflavonhaltigen  Diäten  ernährt wurden.  In 
diesem  Fall  führt  die  E2  Behandlung  in  Tieren  der  isoflavonreichen  (5600 mg / kg 
Körpergewicht)  bzw.  genisteinsupplementierten  (5100 mg / kg  Körpergewicht) 
Futtergruppe  zu  9 fach  erhöhten  Uterusfeuchtgewichten,  jeweils  im  Vergleich  zur 
Kontrolle.  Ein  analoges  Bild  ergibt  sich  infolge  der  Behandlung  mit  dem  selektiven 
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ERα‐Agonisten.  Erneut  sind  die  gemessenen  Uterusfeuchtgewichte  in  den  Tieren  der 
isoflavonreichen  (5400 mg / kg  Körpergewicht)  bzw.  genisteinsupplementierten 
(4000 mg / kg  Körpergewicht)  Gruppe  um  7‐8 fach  höher  als  die  der  entsprechenden 
rizinusölbehandelten  Kontrollgruppe.  Dem  gegenüber  stehen  die  Ergebnisse  der 
subkutanen  Behandlungen  mit  Genistein  und  8β‐VE2.  Keine  der  beiden  Substanzen 
induzierte  uterotrophe  Effekte  in  adulten  OVX  Weibchen.  Die  Uterusfeuchtgewichte 
befanden  sich  in  allen  Gruppen  auf  demselben  Niveau  wie  die  entsprechenden 
Kontrollgruppen. 
 
CON E2 GEN 16α‐LE2 8β‐VE2
U
EH
 [µ
m
]
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
phytoöstrogenfreie Diät
isoflavonreiche Diät
genisteinsupplementierte Diät
a
a
a
a
a
a
a
a
a
a
b
b
b
b
b
b
b b
U
EH
 [µ
m
]
 
Abbildung  4.8 Uterusepithelhöhen (UEH) adulter OVX Wistar Ratten der entsprechenden Futtergruppen 
nach  Durchführung  des  uterotrophen  Assays  mit  E2,  Genistein  (GEN),  und  beiden  selektiven 
ER‐Agonisten.  
a kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrolldiät  (ANOVA;  Bonferroni 
post‐hoc  Test  mit  a p ≤ 0,05).  b kennzeichnet  signifikante  Epithelhöhenunterschiede  innerhalb  einer 
Futtergruppe (ANOVA; Bonferroni post‐hoc Test mit b p ≤ 0,05). 
 
Die  gemessenen  Uterusepithelhöhen  aller  Futter‐  und  Behandlungsgruppen  sind  der 
Abbildung   4.8  zu  entnehmen.  Es  zeigt  sich,  dass  die  Behandlung  mit  E2  in  allen 
untersuchten  Futtergruppen  die  Epithelhöhen  signifikant  erhöht.  Verglichen  mit  den 
entsprechenden Kontrollen sind diese um das 2,3 fache gesteigert, wenngleich die Tiere 
beider  isoflavonhaltigen Futtergruppen eine  leicht geringere Responsivität gegenüber E2 
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zeigen  als  die  der  phytoöstrogenarmen  Diät.  Ebenso  wie  E2  resultiert  auch  die 
Behandlung  mit  dem  selektiven  ERα‐Agonisten  in  allen  Futtergruppen  in  signifikant 
gesteigerten  Uterusepithelhöhen.  In  diesem  Fall  ist  der  Effekt  aber  in  der 
genisteinsupplementierten  Gruppe  am  stärksten  ausgeprägt  (3 fach).  Im  Hinblick  auf 
diese beiden Behandlungsgruppen fällt jedoch auf, dass die enormen Unterschiede in den 
Feuchtgewichten  zwischen  phytoöstrogenarmer  und  isoflavonhaltiger  Diät  bei  dem 
Parameter  Epithelhöhe  nicht  festzustellen  sind.  Analog  zu  den  Ergebnissen  des 
Uterusfeuchtgewichtes  zeigt  eine  subkutane  Behandlung  mit  Genistein  bzw.  8β‐VE2 
keinerlei Einfluss auf die Epithelhöhe in irgendeiner der drei untersuchten Futtergruppen. 
4.4.2 Einflüsse  von  subkutan  appliziertem  Genistein  sowie  östrogenrezeptor‐
subtypspezifischer Liganden auf die proliferativen Antworten des Uterus 
Eine mögliche  Ursache  für  die  unerwartet  hohen  Uterusfeuchtgewichte  in  Tieren  der 
isoflavonreichen  bzw.  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  wäre  eine  massive 
Steigerung der proliferativen Aktivität  im uterinen Gewebe. Wie sich zeigt, modifizieren 
diätetische Isoflavone die physiologische und auch proliferative Responsivität des Uterus 
über  die  Lebensspanne.  In  adulten  Weibchen  scheint  speziell  eine  lebenslange 
isoflavonhaltige Diät die Sensitivität des Uterus gegenüber östrogenen Stimuli enorm zu 
beeinflussen. Wenn diese Beobachtung auch für proliferative Effekte zustimmt, kann das 
mit Hilfe der Proliferationsmarker PCNA und / oder Ki67 untersucht werden. 
Die Proliferationsrate  im Uterusepithel wurde mittels  immunohistochemischer  Färbung 
des PCNA Proteins determiniert. In Abbildung  4.9 sind repräsentative Uterusquerschnitte 
der jeweiligen Futter‐ sowie Behandlungsgruppen dargestellt. 
Nach quantitativer Auswertung der PCNA‐positiven Zellkerne  im Uterusepithel  konnten 
die in Abbildung  4.10A dargestellten relativen Proliferationsraten ermittelt werden. Es ist 
deutlich  zu  erkennen,  dass  bereits  innerhalb  der  Kontrollgruppe  eine 
Proliferationsinduktion  aufgrund  der  isoflavonhaltigen  Diäten  festzustellen  ist.  In  den 
Tieren der phytoöstrogenfreien Futtergruppe sind zum Zeitpunkt der Probennahme 7 % 
der Epithelzellen positiv für den Proliferationsmarker. Diese Rate verdoppelt sich nahezu 
wenn  die  Tiere  lebenslang  Isoflavonen  ausgesetzt  waren.  Infolge  der  dreitägigen 
Behandlung mit  E2  bzw.  dem  selektiven  ERα‐Agonisten  kam  es  zu  stark  gestiegenen 
Proliferationsraten im Uterusepithel aller untersuchten Futtergruppen. 
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Abbildung   4.9  Zusammenfassung  repräsentativer  Uterusquerschnitte  sämtlicher  Kombinationen  aus 
Futter‐ / Behandlungsgruppe. Dargestellt sind anti‐PCNA gefärbte Schnitte bei gleicher Vergrößerung. 
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Abbildung   4.10  (A)  Prozentualer  Anteil  PCNA‐positiv  gefärbter  Zellkerne  aller  Futter‐  / 
Behandlungsgruppen.  (B)  Dargestellt  sind  repräsentative  Western Blots  mit  PCNA  bzw.  β‐Aktin 
Proteinbanden  der  jeweiligen  Futter‐  /  Behandlungsgruppen.  (C)  Densitometrische  Analyse  der  PCNA 
Proteinbanden  aus  den Uteri  adulter OVX Weibchen  der  jeweiligen  Futter‐  / Behandlungsgruppen  im 
Vergleich  zur entsprechenden Kontrolle  (rote  Linie).  (D) Veränderungen des Genexpressionsprofils des 
Proliferationsmarkers  Ki67  infolge  der  Behandlungen  mit  den  jeweiligen  Behandlungen  in  allen 
Futtergruppen.  
a kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  phytoöstrogenfreien  Kontrolldiät  (ANOVA;  Bonferroni 
post‐hoc  Test  mit  a p ≤ 0,05).  b kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  innerhalb  einer  Futtergruppe 
(ANOVA;  Bonferroni  post‐hoc  Test  mit  b p ≤ 0,05).  *  kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur 
jeweiligen mit Rizinusöl behandelten Kontrollgruppe  (rote  Linie)  (Welch t‐Test mit  * p<0,05;  ** p<0,01 
und *** p<0,001). 
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Sie  lagen,  futtergruppenunabhängig, bei  E2‐behandelten  Tieren  zwischen  92‐95 % bzw. 
zwischen  89‐92 %  bei  Tieren  der  16α‐LE2  Gruppe.  Eine  ebenfalls  leicht  gesteigerte 
Proliferationsrate  konnte  in  Tieren  nach  subkutanen  Behandlung  mit  Genistein 
beobachtet  werden,  wenngleich  längst  nicht  so  ausgeprägt  wie  infolge  der  E2  oder 
16α‐LE2  Behandlung.  Mit  27 %  PCNA‐positiver  Epithelzellen  wurde  in  Tieren  der 
isoflavonreichen  Futtergruppe  die  höchste  Rate  bestimmt.  Eine  vergleichbare 
Proliferationsrate  konnte  auch  nach  8β‐VE2  Behandlung  in  Tieren  der 
genisteinsupplementierten  Futtergruppe  ermittelt  werden.  In  beiden  anderen 
Futtergruppen zeigte sich diesbezüglich kein Unterschied zur jeweiligen Kontrolle. 
 
Zusätzlich  zur Bestimmung der Proliferationsrate  in histologischen  Schnitten wurde der 
Proliferationsmarker PCNA ebenfalls auf mRNA‐ und Proteinebene eingesetzt.  In keiner 
der beiden Untersuchungsebenen konnten valide Befunde zur verstärkten Proliferation in 
isoflavonexponierten  Tieren  ermittelt  werden.  Abbildung   4.10B  zeigt  repräsentative 
Western Blots aller Behandlungs‐ und Futtergruppen. In der phytoöstrogenfreien Gruppe 
konnten, nach E2 Administration, höhere PCNA Protein Mengen gefunden werden als  in 
den Kontrolltieren. Die Behandlung mit Genistein resultierte in diesen Tieren, ebenso wie 
die Behandlung mit den  selektiven ER‐Agonisten,  in keiner Erhöhung der PCNA Protein 
Menge. Betrachtet man die  isoflavonreiche  Futtergruppe,  so  zeigt  sich eine  tendenziell 
erhöhte  PCNA  Menge  infolge  der  Behandlungen  mit  E2,  Genistein  sowie  des 
ERα‐Agonisten 16α‐LE2. Die PCNA Protein Mengen der 8β‐VE2 behandelten Tiere waren 
vergleichbar mit denen der Kontrolle.  In der genisteinsupplementierten Gruppe kam es 
nach Administration von E2 bzw. Genistein  zu einer gesteigerten Proliferationsrate. Die 
Verabreichung  der  selektiven  ER‐Agonisten  zeigte  hingegen  keinen  Einfluss.  Um  die 
Western Blot Ergebnisse quantifizieren zu können, wurde eine densitometrische Analyse 
der  PCNA  Banden  durchgeführt. Wie  bereits  die  Proteinexpressionsdaten  implizieren, 
können unabhängig  von  Futter und Behandlung  keine  signifikanten Veränderungen der 
Proteinmengen  im Vergleich  zu  den  jeweiligen  Kontrollen  ermittelt werden  (Abbildung 
 4.10C). 
Das mRNA Expressionsprofil des zweiten verwendeten Proliferationsmarkers Ki67  folgte 
im  Allgemeinen  dem  von  PCNA.  Obgleich  die  am  meisten  ausgeprägten 
Proliferationsinduktionen infolge der Behandlung mit E2 und 16α‐LE2 auftraten, konnten 
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dennoch leichte Expressionssteigerungen der Proliferationsmarker durch die Behandlung 
mit Genistein bzw. 8β‐VE2 beobachtet werden (Abbildung  4.10D). 
4.4.3 Einflüsse  von  subkutan  appliziertem  Genistein  sowie  östrogenrezeptor‐
subtypspezifischer  Liganden  auf  die  Expression  östrogenregulierter 
Wasserkanäle 
Wie  in Kapitel   4.4.2 beschrieben, konnte die dramatische Gewichtszunahme des Uterus 
infolge der E2 bzw. 16α‐LE2 Behandlung  in  lebenslang  isoflavonexponierten Tieren nicht 
einzig auf Veränderungen  in der proliferativen Aktivität zurückgeführt werden. Während 
der Sektionen fielen besonders die prall mit luminaler Flüssigkeit gefüllten Uteri der oben 
genannten Tiergruppen auf. Aus diesem Grund wurde nach möglichen Veränderungen in 
der uterinen Wasserhomöostase  infolge einer  lebenslangen  Isoflavonexposition gesucht. 
In  Geweben,  die  von  schnellem  und  reguliertem  Wassertransport  abhängig  sind  wie 
beispielsweise  Niere,  Lunge  oder  auch  der  Uterus,  werden  spezifische 
Transmembranproteine,  sogenannte  Aquaporine / Aquaglyceroporine  (AQP)  exprimiert, 
die die Wasserhomöostase regulieren [143, 244, 355]. Einige dieser AQP (AQP1 – 3, AQP5 
und AQP9) stehen unter östrogener Kontrolle [141, 143]. Mittels Genexpressionsanalysen 
wurden  sowohl die beiden  rein wasserpermeablen Aquaporine AQP1 und AQP5,  sowie 
die für Wasser, Glycerin und Harnstoff durchlässigen Aquaglyceroporine AQP3 und AQP9 
untersucht.  
Im  Hinblick  auf  das  Genexpressionsprofil  der  Aquaporine  AQP1  und  AQP5  konnte  für 
beide  Gene  ein  einheitliches  Muster  ermittelt  werden,  wenngleich  das  des  AQP1 
deutlicher  ausgeprägt  war.  Die  Behandlung  mit  E2  verringerte  in  allen  untersuchten 
Futtergruppen  die  Transkriptionsrate  des  AQP1  Gens  signifikant  auf  ein  annährend 
identisches  niedriges  Niveau.  Ein  vergleichbares  Ergebnis  ergab  sich  infolge  der 
Behandlung  mit  dem  selektiven  ERα‐Agonisten  16α‐LE2,  obgleich  diese  Reduktion  in 
lebenslang isoflavonexponierten Tieren am deutlichsten festzustellen war. Keinen Einfluss 
auf die AQP1 mRNA Spiegel der verschiedenen Futtergruppen zeigte die Behandlung mit 
Genistein im uterotrophen Assay. Obwohl 8β‐VE2 in den Tieren der phytoöstrogenfreien 
bzw. genisteinsupplementierten Futtergruppe zu deutlich erhöhten AQP1 mRNA Spiegeln 
führte, waren diese nicht signifikant.  In der  isoflavonreichen Futtergruppe zeigte 8β‐VE2 
überhaupt keinen Effekt (Abbildung  4.11A). 
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Abbildung   4.11  Relative  mRNA  Expressionsspiegel  von  östrogenabhängig  regulierten  Wasserkanälen. 
Dargestellt  sind  die  Expressionsprofile  von  Aquaporin 1  (A),  Aquaporin 5  (B),  Aquaporin 3  (C)  und 
Aquaporin 9  (D)  infolge einer dreitägigen Behandlung mit den entsprechenden Substanzen  in allen drei 
Futtergruppen.  
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zur  jeweiligen mit Rizinusöl behandelten Kontrollgruppe  (rote 
Linie) (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001). 
 
Wie  schon  im  Falle  des  AQP1  zeigte  sich  auch  bei  AQP5  in  allen  drei  untersuchten 
Futtergruppen  eine  signifikante  Reduktion  der mRNA  Spiegel  durch  die  Administration 
von  E2  bzw.  16α‐LE2.  Genistein  zeigte  wiederum  keinen  Einfluss  auf  die 
Transkriptionsrate  des  AQP5  Gens,  wohingegen  8β‐VE2  tendenziell  die  Expression 
induzierte (Abbildung  4.11B). 
Das  Regulationsprofil  der Aquaglyceroporine  ist  zu  dem  der Aquaporine  invertiert. Die 
Expression von AQP3 wurde  infolge der Behandlung mit E2 oder 16α‐LE2 sehr angeregt 
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und  konnte  in  den  Tieren  der  genisteinsupplementierten  Gruppe  am  ausgeprägtesten 
festgestellt  werden.  Analog  zu  diesen  Ergebnissen  führte  auch  die  Behandlung  mit 
Genistein  in  der  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  zu  einer  vergleichsweise 
leichten,  aber  signifikanten  Steigerung der AQP3 mRNA  Spiegel, wohingegen  in beiden 
anderen  Futtergruppen  keine  Effekte  der  Genisteinbehandlung  beobachtet  werden 
konnten. In den Tieren der phytoöstrogenfreien Gruppe führte die 8β‐VE2 Behandlung zu 
leicht erhöhten AQP3 Transkriptionsraten. In den beiden isoflavonhaltigen Futtergruppen 
wurde  dieser  Effekt  nicht  festgestellt  (Abbildung   4.11C).  Im  Hinblick  auf  das 
Expressionsprofil  des  AQP9  Gens  zeigte  sich  ein  vergleichbares Muster wie  bei  AQP3, 
wenngleich  längst  nicht  so  ausgeprägt.  Tendenziell  erhöhte  eine  Behandlung  mit 
ERα‐Agonisten die Expressionsraten, wohingegen die Einflüsse von Genistein  sowie des 
selektiven ERβ‐Agonisten eher gering ausfielen (Abbildung  4.11D).  
4.4.4 Einflüsse  von  subkutan  appliziertem  Genistein  sowie  östrogenrezeptor‐
subtypspezifischer  Liganden  auf  die  Expression  östrogenregulierter 
uteriner Markergene 
Das  Expressionsprofil  von  ESR1  zeigte  auf  mRNA  Ebene  das  erwartete  Muster  mit 
signifikant  reduzierten mRNA  Spiegeln  in  den  Tieren,  die mit  E2  oder  dem  selektiven 
ERα‐Agonisten behandelt wurden. Obwohl generell futtergruppenunabhängig, zeigte sich 
dieser  Effekt  jeweils  am  stärksten  ausgeprägt  in  der  phytoöstrogenfreien  sowie 
genisteinsupplementierten  und  schwächer  ausgeprägt  in  der  isoflavonreichen 
Futtergruppe. Keinen Einfluss auf die Expression des ESR1 zeigten die Administration von 
Genistein oder 8β‐VE2. Der ESR1 mRNA Spiegel  lag bei diesen Tieren auf Kontrollniveau 
(Abbildung   4.12A).  Zusätzlich  zur  Gen‐  wurde  auch  die  Proteinexpression  des  ERα 
untersucht. Dabei  konnte  festgestellt werden,  dass  das  Proteinexpressionsprofil  in  den 
Tieren  der  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  von  dem  der  beiden  anderen 
Gruppen  abweicht.  Im  Hinblick  auf  die  phytoöstrogenfreie  bzw.  isoflavonreiche 
Futtergruppe  setzt  sich  das  bereits  auf  mRNA  Ebene  beobachtete  Muster  auch  auf 
Proteinebene  fort.  Die  deutlich  reduzierten  ESR1  mRNA  Spiegel  in  diesen  Gruppen 
führten  direkt  zu  einer  stark  verringerten  Expression  des  ERα  Proteins.  Dieses  ist  in 
beiden Gruppen so gut wie nicht mehr nachweisbar. Im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle 
konnte  in phytoöstrogenfrei ernährten Tieren nach kurzzeitiger  subkutaner Behandlung 
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mit Genistein bzw. 8β‐VE2 etwas mehr ERα Protein nachgewiesen werden, wohingegen 
es  in Tieren, die  lebenslang gegenüber  Isoflavonen exponiert waren, zu keinem Einfluss 
dieser  Behandlungen  auf  die  ERα  Proteinexpression  kam  (Abbildung   4.12B & C).  Ein 
anderes  Expressionsprofil  des  ERα  Proteins  zeigte  sich  in  den  Tieren  der 
genisteinsupplementierten  Futtergruppe.  Analog  zu  beiden  anderen  Gruppen  konnte 
infolge der E2 Behandlung auch in diesen Tieren kein ERα Protein nachgewiesen werden. 
Weiterhin führte die kurzzeitige Genisteinbehandlung im Vergleich zur Kontrolle zu einer 
tendenziell  erhöhten  ERα  Proteinexpression,  wie  sie  auch  in  Tieren  der 
phytoöstrogenfreien  Gruppe  ermittelt  wurde.  Allerdings  ist  der  Effekt  der  beiden 
selektiven  ER‐Agonisten  hier  invertiert.  Resultierte  die  Behandlung  mit  16α‐LE2  auf 
Genexpressionsebene  in  hochsignifikant  verringerten  ESR1  mRNA  Spiegeln,  konnte 
dennoch ERα Protein in Mengen vergleichbar mit denen der Kontrolle detektiert werden. 
Entgegengesetzt  zeigt  sich  der  Effekt  des  selektiven  ERβ‐Agonisten.  Auf mRNA  Ebene 
zeigte die Behandlung mit 8β‐VE2  zwar keinen Einfluss auf die ESR1 Expression,  jedoch 
konnte  in  diesen  Tieren  nahezu  kein  ERα  Protein mehr  detektiert werden  (Abbildung 
 4.12B & C). 
Das Genexpressionsprofil des ESR2 ähnelt sehr dem des ESR1. Die subkutane Behandlung 
mit E2  führte  in allen untersuchten Futtergruppen  zu hochsignifikant erniedrigten ESR2 
mRNA  Spiegeln,  wobei  die  niedrigsten  in  den  Tieren  der  genisteinsupplementierten 
Futtergruppe  gemessen  wurden.  Ein  identisches  Muster  zeigte  sich  infolge  der 
Behandlung mit  dem  selektiven  ERα‐Agonisten  16α‐LE2  und  nicht mit  dem  selektiven 
ERβ‐Agonisten  8β‐VE2.  Dieser  hatte  in  keiner  der  Gruppen  einen  Einfluss  auf  die 
Expression des ESR2  im Uterus.  Im Gegensatz dazu erhöhte die kurzzeitige Behandlung 
mit Genistein die Expression des ESR2 auf das Doppelte  im Vergleich zur Kontrolle wenn 
die  Tiere  lebenslang  isoflavonexponiert  waren.  In  beiden  anderen  Gruppen  hatte 
Genistein keinen Effekt. 
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Abbildung  4.12 (A) Veränderungen des Genexpressionsprofils des Östrogenrezeptor α (ESR1)  infolge der 
jeweiligen Behandlungen  in  allen  Futtergruppen.  (B) Dargestellt  sind  repräsentative Western Blots mit 
ERα  bzw.  β‐Aktin  Proteinbanden  der  jeweiligen  Futter‐  /  Behandlungsgruppen.  (C)  Densitometrische 
Analyse  der  ERα  Proteinbanden  aus  Uteri  adulter  OVX  Weibchen  der  jeweiligen  Futter‐ / 
Behandlungsgruppen  im  Vergleich  zur  entsprechenden  Kontrolle  (rote  Linie).  (D)  Veränderungen  des 
Genexpressionsprofils  des  Östrogenrezeptor β  (ESR2)  infolge  der  jeweiligen  Behandlungen  in  allen 
Futtergruppen.  
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zur  jeweiligen mit Rizinusöl behandelten Kontrollgruppe  (rote 
Linie) (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001). 
 
Der  PR  ist  sowohl  im  Stroma  als  auch  im  Epithel  des Uterus  exprimiert  [58,  343].  Im 
Gegensatz  zu  den  recht  einheitlichen,  stringenten  Expressionsprofilen  der  ER,  folgt  die 
Expression  des  PR  keinem  direkten  Muster  (Abbildung   4.13).  In  den  Tieren  der 
phytoöstrogenfreien  Futtergruppe  kam  es  einzig  durch  die  Behandlung  mit  E2  zu 
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signifikant  reduzierten  PGR  mRNA  Spiegeln.  In  allen  anderen  Behandlungsgruppen 
wurden  erhöhte  mRNA  Spiegel  gemessen.  In  den  Tieren  der  isoflavonreichen 
Futtergruppe  veränderte  keine  der  im  uterotrophen  Assay  injizierten  Substanzen  die 
Expression  des  PGR  Gens.  Demgegenüber  waren  die  PGR  mRNA  Spiegel  signifikant 
reduziert, wenn  lebenslang  genisteinexponierte  Tiere  zusätzlich mit  E2, Genistein  oder 
16α‐LE2  behandelt  wurden.  Einzig  der  selektive  ERβ‐Agonist  zeigte  in  diesen  Tieren 
keinen Effekt. 
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Abbildung   4.13 Veränderungen  des Genexpressionsprofils  des  Progesteronrezeptor  (PGR) Gens  infolge 
der jeweiligen Behandlungen in allen Futtergruppen.  
*  kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  jeweiligen  mit  Rizinusöl  behandelten  Kontrollgruppe 
(rote Linie) (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001). 
 
Die  Induktion  der  Komplement C3  Genexpression  infolge  der  östrogenen  Stimuli, 
ausgelöst durch E2 bzw. 16α‐LE2, konnte in allen untersuchten Futtergruppen beobachtet 
werden  (Abbildung   4.14A).  E2  induzierte  die  Komplement C3  Transkriptionsrate 
besonders stark in Tieren der phytoöstrogenfreien Futtergruppe (1200 fach) und deutlich 
weniger,  wenn  sie  lebenslang  Isoflavonen  ausgesetzt  waren  (90 fach).  Durch  die 
Behandlung mit dem  selektiven ERα‐Agonisten wurde die Komplement C3 Transkription 
besonders  in  der  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  angeregt  (1300 fach).  In 
diesem Fall  reagierten die beiden weiteren Gruppen deutlich  schwächer  (250 fach). Die 
Verwendung von Genistein im uterotrophen Assay führte in der phytoöstrogenfreien und 
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genisteinsupplementierten  Futtergruppe  zu  vergleichbaren  mRNA  Spiegeln.  In  beiden 
Fällen  versechsfachte  sich  die  Transkriptionsrate.  Einzig  in  den  Tieren  der 
isoflavonreichen  Futtergruppe  zeigte  die  Behandlung mit  Genistein  keinen  Effekt.  Der 
selektive  ERβ‐Agonist  8β‐VE2  zeigte  in  keiner  der  untersuchten  Futtergruppen  einen 
Einfluss auf die Komplement C3 Expression. 
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Abbildung  4.14 Veränderungen des Genexpressionsprofils des Komplement C3 (A) bzw. Clusterin Gens (B) 
infolge der jeweiligen Behandlungen in allen Futtergruppen.  
*  kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  jeweiligen  mit  Rizinusöl  behandelten  Kontrollgruppe 
(rote Linie) (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001). 
 
Die  Expression  des  Clusterin  Gens  wurde  in  allen  drei  Futtergruppen  infolge  der 
Behandlungen  mit  E2  oder  16α‐LE2  hochsignifikant  verringert.  Ebenfalls  signifikant 
erniedrigte Clusterin mRNA Spiegel konnten infolge der Behandlungen mit Genistein und 
8β‐VE2 in lebenslang phytoöstrogenfrei ernährten Tieren beobachtet werden. Lebenslang 
isoflavon‐  oder  rein  genisteinexponierte  Tiere  zeigten  diesen  Effekt  nicht  (Abbildung 
 4.14B). 
Zusätzlich  zu  den  oben  beschriebenen  Genen  wurden  für  die  Evaluierung  dieses 
Tierexperiments  noch weitere  uterine Marker  für  Proliferation  (PCNA,  Igf1  und  Igf1‐R) 
mittels  qPCR  untersucht.  Deren  genaue  Expressionsdaten  können  dem  Anhang   8.3 
entnommen werden. 
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4.5  Langzeitexposition gegenüber isoflavonreichen Diäten und deren 
Einfluss auf die Sensitivität des adulten Uterus ovariektomierter 
Ratten  ‐ Tierexperiment zur Validierung der  im TV 1c erhobenen 
Daten (TV 2) 
Im  vorangegangenen  tierexperimentellen  Versuchsteil  TV 1c  wurde  der  Einfluss  einer 
kontinuierlichen  Exposition  gegenüber  diätetischen  Isoflavonen  während  der 
Embryogenese  und  Entwicklung  des  Organismus  auf  die  Gewebehomöostase  sowie 
Östrogensensitivität  adulter  Individuen  untersucht.  Ein  zentrales  Ergebnis  dieser 
Experimente  war  die  Beobachtung,  dass  in  lebenslang  isoflavonexponierten  adulten 
Rattenweibchen die Sensitivität der Uteri gegenüber ERα‐vermittelten östrogenen Stimuli 
dramatisch erhöht war. Besonders offensichtlich war dieser Befund bei der Bestimmung 
der  Uterusfeuchtgewichte,  die  im  Vergleich  zu  Tieren  der  phytoöstrogenfreien 
Futtergruppe bei identischer Behandlung um bis zu dreifach erhöht waren. Eine mögliche 
Ursache  für  dieses  Resultat  wurde  zunächst  in  der  Tatsache  gesehen,  dass  für  die 
Durchführung des uterotrophen Assays bei einem Großteil der Tiere eine Dosierung von 
8 µg / kg & d  gewählt wurde. Diese  liegt  durchaus  in  Bereichen,  die mit  Literaturdaten 
(4‐10 µg / kg & d) korrelieren, entsprach aber in etwa der doppelten Substanzmenge, die 
in der Arbeitsgruppe für vorhergegangene Experimente mit subkutanem Applikationspfad 
verwendet wurde (Tabelle  2.5 und Tabelle  2.6).  
 
Um nun das erhaltene Ergebnis direkt der lebenslangen Isoflavonexposition zuordnen und 
gleichzeitig die erhöhte Dosierung als Ursache  für die Befunde ausschließen zu können, 
wurde  das  Tierexperiment  TV 1c  nochmals  in  kleinerer  Form  mit  der  Dosis  von 
4 µg / kg & d  E2  in  der  isoflavonreichen  sowie  genisteinsupplementierten  Futtergruppe 
wiederholt. 
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4.5.1 Vergleich der Einflüsse der unabhängigen 17β‐Östradiol Behandlungen  in 
den TV 1c und TV 2 auf die physiologischen Antworten des Uteri 
Die  Dosis  von  8 µg / kg & d  E2  resultierte  in  den  isoflavonhaltigen  Futtergruppen  in 
Uterusfeuchtgewichten,  die  um  etwa  das  neunfache  im  Vergleich  zu  den  jeweiligen 
Kontrollen erhöht waren (Abbildung  4.15). 
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Abbildung  4.15 Vergleich der Uterusfeuchtgewichte (UWW) von adulten OVX Ratten der isoflavonreichen 
bzw. genisteinsupplementierten Futtergruppe nach dreitägiger subkutaner Behandlung mit 8 µg / kg & d 
E2 im Tierexperiment TV 1c bzw. 4 µg / kg & d E2 im Tierexperiment TV 2. Der Box Plot zeigt die 10 % und 
90 % Perzentile (Box), den Median (+) als auch die Minimal‐ und Maximal‐Werte. 
n. s.  kennzeichnet  nicht  signifikante  Feuchtgewichtsunterschiede  zwischen  TV 1c  und  TV 2  infolge  der 
verschieden dosierten E2 Behandlungen (ANOVA; Bonferroni post‐hoc Test mit p ≤ 0,05). # kennzeichnet 
signifikante  Feuchtgewichtsunterschiede  innerhalb  eines  Tierexperiments  zwischen  Kontrolle  und  E2 
Behandlung (Welch t‐Test mit # p ≤ 0,05). 
 
Im Validierungsexperiment TV 2 zeigte die Behandlung mit 4 µg /kg & d E2 eine Erhöhung 
des Uterusfeuchtgewichtes  in der  isoflavonreichen Gruppe um etwa das 8 fache bzw.  in 
der genisteinsupplementierten Futtergruppe um circa das 11 fache. Die Gewichte der E2 
behandelten Gruppen unterschieden sich in allen Fällen signifikant von den mit Rizinusöl 
behandelten Kontrollen. Demgegenüber konnten keine signifikanten Unterschiede infolge 
der  E2  Behandlung  zwischen  den  beiden  Tierexperimenten  TV 1c  und  TV 2  ermittelt 
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werden. Das gilt sowohl für die isoflavonreiche als auch für die genisteinsupplementierte 
Futtergruppe. Für diesen physiologischen Parameter  lässt sich festhalten, dass es keinen 
signifikanten Unterschied in der Ausprägung aufgrund der um den Faktor 2 differierenden 
Dosierungen gibt. 
Die  Höhen  des  Uterusepithels  wurden  als  weiterer  physiologischer  Parameter  zur 
Validierung  der  Ergebnisse  des  TV 1c  untersucht  (Abbildung   4.16). Bei  der Auswertung 
immunohistochemisch gefärbter Querschnitte konnte festgestellt werden, dass in beiden 
Tierexperimenten die Behandlungen mir E2  zu  signifikant erhöhten Uterusepithelhöhen 
geführt  haben  (Abbildung   4.17).  Obwohl  im  TV 1c  die  doppelte  Menge  Substanz 
verwendet wurde, war  der messbare  Effekt  vergleichbar mit  dem,  der  nach  der  sonst 
üblichen  Dosierung  in  den  Tieren  des  TV 2  beobachtet  werden  konnte.  Bei  der 
statistischen  Auswertung  wurden  dennoch  signifikante  Unterschiede  infolge  der 
unterschiedlichen  E2  Behandlungen  zwischen  den  Tieren  des  TV 1c  und  des  TV 2 
ermittelt.  
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Abbildung  4.16 Uterusepithelhöhen (UEH) adulter OVX Wistar Ratten der entsprechenden Futtergruppen 
nach Durchführung des uterotrophen Assays mit 8 µg / kg & d E2 (TV 1c) bzw. 4 µg / kg & d E2 (TV 2).  
a  kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  innerhalb  eines  Tierexperiments  zwischen  Kontrolle  und  E2 
Behandlung  (ANOVA; Bonferroni  post‐hoc  Test mit  p ≤ 0,05).  b  kennzeichnet  signifikante Unterschiede 
zwischen  TV 1c  und  TV 2  infolge  der  verschieden  dosierten  E2  Behandlungen  (ANOVA;  Bonferroni 
post‐hoc Test mit p ≤ 0,05).  
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4.5.2 Vergleich der Einflüsse der unabhängigen 17β‐Östradiol Behandlungen  in 
den TV 1c und TV 2 auf die proliferativen Antworten der Uteri 
Zusätzlich  zu  den  physiologischen  Uterusparametern  Feuchtgewicht  und  Epithelhöhe 
wurde auch die proliferative Aktivität in beiden Tierexperimente untersucht, um etwaige 
Unterschiede  infolge  der  divergierenden  E2  Behandlungen  feststellen  zu  können. 
Abbildung  4.17 zeigt bei identischer Vergrößerung repräsentative Uterusquerschnitte aus 
beiden  Experimenten  nach  immunohistochemischer  Färbung  des  Proliferationsmarkers 
PCNA.  
 
Sowohl  in der  isoflavonreichen als auch  in der genisteinsupplementierten Futtergruppe 
sind  im Uterusepithel der Kontrollgruppen des TV 1c geringe proliferative Aktivitäten zu 
beobachten.  Diese  Induktion  wurde  von  den  in  den  Futtern  enthaltenen  Isoflavonen 
ausgelöst  und  konnte  in  gleichem Maße  auch  in  den Uteri  der  TV 2  Tiere  beobachtet 
werden. Diese in beiden Futtergruppen beobachtete Basisproliferation wurde infolge der 
Behandlung mit 8 µg / kg & d E2  im TV 1c erheblich gesteigert. Hier wurden nicht mehr, 
wie im Fall der Kontrollen, nur vereinzelt proliferierende Epithelzellen detektiert, sondern 
nahezu  im  kompletten  Epithel  wurde  PCNA‐positive  Zellkerne  nachgewiesen.  Im  TV 2 
konnte  ein  vergleichbarer  Effekt  in  beiden  isoflavonhaltigen  Futtergruppen  nach 
Behandlung mit 4 µg / kg & d E2 beobachtet werden. Es erwiesen sich ebenfalls nahezu 
alle Zellkerne der untersuchten Uterusepithelien als PCNA‐positiv. Nach mikroskopischer 
Begutachtung  der  histologischen  Uterusquerschnitte  konnten  in  keiner  der  beiden 
verwendeten Futtergruppen Unterschiede bezüglich der proliferativen Aktivität zwischen 
den beiden Tierexperimenten ermittelt werden. 
 
Anhand  des  Genexpressionsprofils  des  Proliferationsmarkers  PCNA  sollten  die 
mikroskopischen Daten noch vertiefend untersucht werden. Auf mRNA Ebene resultierte 
die subkutane Behandlung mit 8 µg / kg & d E2 weder in der isoflavonreichen noch in der 
genisteinsupplementierten Futtergruppe  in einer Proliferationsinduktion. Ein  identisches 
Muster  zeigte  sich  nach  der  Behandlung mit  4 µg / kg & d  E2.  Die  gemessenen  PCNA 
mRNA Spiegel waren in der genisteinsupplementierten Gruppe nicht verändert und in der 
isoflavonreichen Gruppe tendenziell reduziert (Abbildung  4.18A). 
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Abbildung   4.17  Zusammenfassung  repräsentativer Uterusquerschnitte aus den Tierexperimenten TV 1c 
und  TV 2.  Dargestellt  sind  anti‐PCNA  gefärbte  Schnitte  aus  der  isoflavonreichen  und  der  genistein‐
supplementierten Futtergruppe nach Behandlung mit 8 µg / kg & d E2 (TV 1c) bzw. 4 µg / kg & d E2 (TV 2) 
bei identischer Vergrößerung. 
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Im Hinblick auf die proliferativen Ereignisse im Uterus lässt sich festhalten, dass es in den 
untersuchten  Futtergruppen  zumindest  im  Bezug  auf  die  hier  begutachteten  Marker 
keine grundlegenden Unterschiede zwischen den Behandlungen mit 8 bzw. 4 µg / kg & d 
E2 gibt. 
4.5.3 Vergleich der Einflüsse der unabhängigen 17β‐Östradiol Behandlungen  in 
den  TV 1c  und  TV 2  auf  die  Expression  östrogensregulierter  uteriner 
Markergene 
Um  abschließend  die  Einflüsse  der  unterschiedlichen  E2  Dosen  besser  beurteilen  zu 
können,  wurden  noch  weitere  relevante  und  aussagekräftige  uterine  Marker  auf 
Genexpressionsebene  untersucht.  Das  Regulationsprofil  des  Östrogenitätsmarkers 
Clusterin  zeigte  in  beiden  untersuchten  Futtergruppen  infolge  der  Behandlung  mit 
8 µg / kg & d  E2  eine  signifikante  Reduktion  der  mRNA  Spiegel.  In  gleichem  Maße 
reduzierte Clusterin mRNA Spiegel konnten ebenfalls  in beiden Futtergruppen nach der 
Behandlung  mit  4 µg / kg & d  E2  ermittelt  werden.  Dementsprechend  ergab  die 
statistische Auswertung keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen E2 
Dosierungen (Abbildung  4.18B).  
Als  zusätzlicher  Östrogenitätsmarker  wurde  das  Expressionsprofil  des  Komplement C3 
Gens untersucht. Die Behandlung mit 8 µg / kg & d E2 resultierte  in der  isoflavonreichen 
Futtergruppe  mit  einer  85 fach  erhöhten  und  in  der  genisteinsupplementierten 
Futtergruppe  mit  einer  173 fach  erhöhten  Komplement C3  Expression.  Im 
Validierungsexperiment TV 2 kam es durch die Behandlung mit 4 µg / kg & d E2 sogar zu 
einer 420 fachen  (isoflavonreiche Diät) bzw. 320 fachen  (genisteinsupplementierte Diät) 
Steigerung  der  Transkriptionsrate.  Auch  in  diesem  Fall  konnten  keine  signifikanten 
Unterschiede  zwischen  der  doppelten  E2  Dosierung  im  TV 1c  und  der  einfachen  E2 
Dosierung im TV 2 ermittelt werden (Abbildung  4.18C). 
Als  letzter auf mRNA Ebene evaluierter Marker wurden die Expressionsmuster des ESR1 
betrachtet, welche  infolge der Behandlung mit 8 bzw. 4 µg / kg & d E2 nahezu  identisch 
waren.  In der  isoflavonreichen  Futtergruppe  kam es nach beiden Dosierungen  zu einer 
Verringerung  der  Transkriptionsraten  um  50 %,  im  Falle  der  genisteinsupplementierten 
Futtergruppe sogar um 80 %. Unterschiede in den Effektausprägungen der verschiedenen 
Behandlungsdosierungen  waren  nicht  gegeben,  so  dass  auch  im  Bezug  auf  das 
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Genexpressionsprofil des ESR1 keine signifikanten Unterschiede zwischen TV 1c und TV 2 
festgestellt werden konnten (Abbildung  4.18D). 
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Abbildung   4.18  Veränderungen  der  Expressionsprofile  der  Gene  für  PCNA  (A),  Clusterin  (B), 
Komplement C3 (C) und des Östrogenrezeptor α (D)  infolge der unterschiedlichen E2 Dosierungen  in der 
isoflavonreichen bzw. genisteinsupplementierten Futtergruppe.  
* kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  zur  jeweiligen  mit  Rizinusöl  behandelten  Kontrollgruppe 
(rote Linie) (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01 und *** p<0,001). n. s. kennzeichnet keine signifikanten 
Unterschiede zwischen TV 1c und TV 2 infolge der verschieden dosierten E2 Behandlungen (Welch t‐Test 
mit p ≤ 0,05).  
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Zusammenfassend  lässt  sich  als  Gesamtergebnis  der  tierexperimentellen 
Validierungsstudie  TV 2  festhalten,  dass  hinsichtlich  der  evaluierten  physiologischen, 
proliferativen  und  östrogenen  Marker  keine  grundlegenden  Unterschiede  zu  den 
Ergebnissen aus der tierexperimentellen Studie TV 1c festgestellt werden konnten. Die in 
adulten OVX Ratten beobachtete und in Kapitel  4.4 beschriebene dramatische Steigerung 
der Östrogensensitivität infolge der ERα‐vermittelten östrogenen Stimuli beruht demnach 
eindeutig  auf  der  lebenslangen  Exposition  gegenüber  diätetischen  Isoflavonen  und  ist 
nicht auf die Verwendung der doppelten E2 Dosis zurückzuführen. 
 
4.6 Effekte  einer  kombinatorischen  Behandlung  aus  17β‐Östradiol, 
Progesteron  und  Genistein  auf  den  Uterus  ovariektomierter 
adulter Ratten (TV 3) 
Frühere Studien haben gezeigt, dass sich in Bezug auf die uterine Gewebehomöostase die 
Wirkung von Genistein  in  intakten Ratten deutlich von der  in OVX Ratten unterscheidet. 
Im Rattenmodell sinken nach der OVX die endogenen Östrogenspiegel auf Werte ab, die 
zum  Teil unterhalb der Nachweisgrenze  liegen. Hinzu  kommt, dass dabei nicht nur die 
Produktion von Östrogenen  sondern auch die von Gestagenen  so gut wie  zum Erliegen 
kommt. Bei Versuchen mit  Kombinationsbehandlungen  aus Genistein und  E2 wurde  in 
beiden oben erwähnten Modellen offensichtlich, dass Gestagenen, und dabei allen voran 
P4, im Zusammenspiel von Genistein und E2 eine substanzielle Rolle zukommt [75]. Diese 
Beobachtungen  konnten  auch  in  den  vorangegangenen  Experimenten  (v. a. TV 1c) 
gemacht werden. Die PR Expressionsprofile zeigten sich  in adulten OVX Weibchen stark 
von  der  jeweiligen  Nahrungskomposition  abhängig.  In  Tieren,  die  lebenslang 
isoflavonhaltigen Diäten ausgesetzt waren, unterschieden sie sich deutlich von denen, die 
in  lebenslang phytoöstrogenfrei  ernährten  Tieren beobachtet werden  konnten. Die Art 
und Weise der Modifikation der Genisteinwirkung durch die Anwesenheit von P4 soll  in 
diesem  Versuchsteil  sowohl  anhand  physiologischer  als  auch  molekularbiologischer 
Marker hinsichtlich Proliferation und Östrogenität untersucht werden.  
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4.6.1 Auswirkungen  der  Kombinationsbehandlungen  auf  die  Körpergewichte 
sowie die Feuchtgewichte ausgewählter Organe 
In Tabelle   4.3  sind die Organgewichtsdaten  zu den 17β‐Östradiol‐Progesteron‐Genistein 
(E2‐P4‐GEN)  Einzel‐  bzw.  Kombinationsbehandlungen  in  adulten  Wistar  Ratten 
zusammengefasst.  Es  zeigte  sich,  dass  das  Körpergewicht  von  hormonell  intakten, 
scheinoperierten  Ratten  nach  Administration  von Genistein  signifikant  gegenüber  dem 
der Kontrolltiere reduziert ist. Im Gegensatz dazu führte die OVX im direkten Vergleich zu 
den  intakten Tieren zu generell um etwa 20 % erhöhten Körpergewichten. Des Weiteren 
zeigten vereinzelte Substanzbehandlungen im uterotrophen Assay Auswirkungen auf das 
Körpergewicht  der  OVX  Ratten.  Sowohl  die  Behandlung  mit  „E2 & P4“  als  auch  die 
Kombination  von  „E2 & P4 & GEN“  resultierten  in  Körpergewichten  vergleichbar  mit 
denen von intakten Kontrolltieren. Sowohl alle Einzelsubstanzen als auch die Kombination 
aus „E2 & P4“ hatten keinen Einfluss auf das Körpergewicht. 
 
Tabelle   4.3  Zusammenfassung  der  Ergebnisse  zu  Behandlungen  mit  E2,  GEN  und  P4  sowie  deren 
Kombinationen  in  intakten,  scheinoperierten  (Sham)  bzw.  ovariektomierten  (OVX)  Wistar  Ratten. 
Dargestellt sind die Körpergewichte sowie die relativen Leber bzw. Ovariengewichte.  
* kennzeichnet  signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen  (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01; 
***/### p<0,001). 
   
Körpergewicht (KW) 
[kg] 
Lebergewicht 
[g / kg KW] 
Ovariengewicht 
[mg / kg KW] 
CON  259,7 ± 21,8  42,5 ± 2,1  596,0 ± 109,7 
Sham 
GEN     233,6 ± 13,8 *  41,5 ± 2,5  657,8 ± 97,6 
CON        308,4 ± 17,0 ###  44,1 ± 2,7 
E2  298,0 ± 21,1  44,9 ± 1,6 
P4  295,9 ± 21,6  44,0 ± 3,3 
GEN       305,7 ± 18,7 ###  43,1 ± 4,5 
E2 & P4      271,2 ± 7,1 ***     39,9 ± 3,5 * 
P4 & GEN  307,4 ± 12,6  43,1 ± 2,8 
OVX 
E2 & P4 & GEN      280,8 ± 12,0 **      38,9 ± 2,0 ** 
/ 
 
Im  Hinblick  auf  das  relative  Lebergewicht  konnten  keine  auffälligen  Unterschiede 
zwischen  intakten  und  OVX  Tieren  beobachtet  werden.  Innerhalb  der  intakten  Tiere 
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zeigte die Behandlung mit Genistein ebenfalls keinen Einfluss auf das Lebergewicht. Bei 
Betrachtung der OVX Tiere konnten, wie  schon  im Falle des Körpergewichts,  signifikant 
reduzierte Lebergewichte infolge der Behandlungen mit „E2 & P4“ bzw. „E2 & P4 & GEN“ 
festgestellt werden. 
Die Gewichte der Ovarien konnten nur in den intakten, scheinoperierten Tieren evaluiert 
werden. Nach dreitägiger subkutaner Behandlung mit Genistein waren diese  leicht, aber 
nicht signifikant, gegenüber den entsprechenden Kontrolltieren erhöht. 
4.6.2 Einfluss der Kombinationsbehandlungen auf das Uterusfeuchtgewicht 
Die dreitägige subkutane Behandlung von adulten,  intakten Wistar Ratten mit Genistein 
führte zu einem signifikanten uterotrophen Effekt, bei dem das Uterusfeuchtgewicht um 
1,6 fach gegenüber den entsprechenden Kontrolltieren erhöht war. Infolge der OVX kam 
es  generell  zu  deutlichen  Verringerungen  der  Uterusfeuchtgewichte.  Im  direkten 
Vergleich zu den intakten Kontrolltieren zeigten die Uteri der OVX Kontrolltiere ein Viertel 
des Feuchtgewichtes. Die Administration mit den Einzelsubstanzen P4, Genistein bzw. der 
suboptimalen  E2  Dosis,  resultierte  nur  im  Fall  von  E2  in  einer  Steigerung  des 
Feuchtgewichts  um  etwa  das  2,5 fache.  Beide  anderen  Einzelsubstanzen  vermittelten 
keinen  uterotrophen  Effekt.  Im Vergleich  zu  den Uteri  der  Kontrolltiere  leicht  erhöhte 
Uterusfeuchtgewichte wurden nach Behandlung mit den Substanzgemischen gemessen. 
So  kam  es  infolge  der  Substanzkombination  „E2 & P4“  zu  einer  1,9 fachen  Erhöhung, 
durch die Gabe von „P4 & GEN“ zu einer 1,4 fachen Erhöhung und durch die Kombination 
aller  drei  Einzelsubstanzen  „E2 & P4 & GEN“  zu  einer  2 fachen  Steigerung  des 
Uterusfeuchtgewichtes. 
Innerhalb der OVX Tiere konnte  festgestellt werden, dass  im direkten Vergleich  zu den 
mit  E2  behandelten  Tieren  die  Kombinationsbehandlungen  mit  „E2 & P4“  bzw. 
„P4 & GEN“  zu  signifikant  verringerten  (1,4 fach  bzw.  1,9 fach)  Uterusfeuchtgewichten 
führen.  Die  Kombination  aus  „E2 & P4 & GEN“  hatte  diesbezüglich  keinen  Effekt 
(Abbildung  4.19). 
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Abbildung   4.19  Uterusfeuchtgewichte  (UWW)  adulter  intakter  (Sham)  bzw.  OVX Wistar  Ratten  nach 
dreitägiger  subkutaner  Behandlung  mit  den  entsprechenden  Substanzen  oder  Substanzgemischen  in 
einem uterotrophen Assay. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) als auch 
die Minimal‐ und Maximal‐Werte.  
a kennzeichnet  signifikante Unterschiede  in den  Feuchtgewichten  im Vergleich  zur OVX Kontrollgruppe 
(ANOVA;  Bonferroni  post‐hoc  Test  mit  a p ≤ 0,05).  b kennzeichnet  signifikante  Unterschiede  in  den 
Feuchtgewichten im Vergleich zur OVX E2 Gruppe (ANOVA; Bonferroni post‐hoc Test mit b p ≤ 0,05). 
 
4.6.3 Einfluss  der  Kombinationsbehandlungen  auf  die  Expression  uteriner 
Markergene 
Die  Expressionsmuster  ausgewählter  uteriner  Markergene  sind  in  Abbildung   4.20 A‐E 
dargestellt.  Wie  sich  im  Hinblick  auf  ESR1  zeigte,  unterscheiden  sich  die  mRNA 
Expressionsspiegel  von  intakten,  scheinoperierten nicht  von denen der OVX Gruppe.  In 
adulten OVX Weibchen kam es nach subkutaner Applikation von P4 zu einer Verringerung 
der ESR1 Transkription um 39 %  im Vergleich zur Kontrolle. Die Applikation von E2 bzw. 
Genistein  hatte  in  diesen  Tieren  keinen  Effekt.  Im  Gegensatz  dazu  resultierten  die 
Substanzkombinationen  in  deutlich  reduzierten  ESR1 mRNA  Spiegeln.  Allen  voran  die 
Kombination der beiden Steroidhormone E2 und P4 verringerte die Transkriptionsrate um 
73 %. Ähnlich effektiv war die Kombination aus P4 und Genistein, die,  im Vergleich  zur 
Kontrolle, die Expression von ESR1 um 62 % herabsetzte. Auf einen vergleichbaren Wert 
verringerte  sich  die  ESR1  Expression  infolge  der  Dreifachkombination  aus  E2,  P4  und 
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Genistein. Hinzu kommt, dass  sowohl keine der Einzelbehandlungen als auch keine der 
Kombinationsbehandlungen eine signifikante Veränderung des ESR1 Expressionsprofils im 
Vergleich zu den OVX Tieren mit E2 Behandlung aufzeigt (Abbildung  4.20A). 
 
Als  weiterer  Steroidrezeptor  wurde  die  Expression  der  PR  untersucht.  In  intakten 
Kontrolltieren waren die PGR mRNA Spiegel etwa dreimal höher als in OVX Kontrolltieren. 
Die  Behandlung  der  intakten  Tiere mit Genistein  führte  zur  Reduktion  der  PGR mRNA 
Mengen auf ein Niveau vergleichbar mit dem der OVX Kontrolltiere.  Im Hinblick auf die 
OVX  Tiergruppe  konnte  festgestellt  werden,  dass  alle  verwendeten  Einzel‐  sowie 
Kombinationsbehandlungen die Expression von PGR in verschiedenem Maße reduzierten. 
Die stärksten Wirkungen zeigten die Behandlungen mit P4 als Einzelsubstanz bzw. P4  in 
Kombination mit E2 und Genistein.  In beiden Fällen kam es  zu Reduktionen der mRNA 
Mengen  um  84 %  bzw.  79 %.  Die  Behandlungen  mit  E2  bzw.  Genistein  als 
Einzelsubstanzen  verringerten  die  Transkriptionsraten  von  PGR  zwar  auch  signifikant, 
wenngleich  nicht  so  stark.  Die  Kombinationsbehandlungen  aus  „E2 & P4“  bzw. 
„P4 & GEN“ waren  in  ihrer  Effektivität  vergleichbar mit  denen  der  Einzelsubstanzen  E2 
und Genistein. Wie schon im Fall von ESR1 kam es auch bei der Expression des PGR weder 
durch  eine  der  Einzelbehandlungen  noch  durch  eine  der  untersuchten 
Kombinationsbehandlungen zu einer signifikante Veränderung des Expressionsprofils  im 
direkten Vergleich zu den OVX Tieren mit E2 Behandlung (Abbildung  4.20B). 
 
Die beiden sensitiven uterinen Östrogenitätsmarker Clusterin und Komplement C3 zeigten 
in der OVX Ratte die erwarteten Antworten  im Bezug auf östrogene Stimuli. Die mRNA 
Spiegel  des  Clusterin  Gens  waren  in  OVX  Tieren  infolge  der  Behandlung  mit  E2 
hochsignifikant um 80 % reduziert. Dieses Ergebnis war bei der Einzelsubstanz E2 sowie 
bei  allen  Substanzkombinationen mit  E2  zu  beobachten.  Nach  Administration  von  P4 
alleine  wurden  ebenfalls  signifikant  um  65 %  verringerte  Clusterin  mRNA  Spiegel 
gemessen. Die Gabe von Genistein alleine hatte  in diesem Fall keinen großen Effekt. Als 
Kombination  verabreicht,  inhibierte Genistein die P4 Wirkung  leicht und  reduzierte die 
Clusterin Transkription um 53 %.  In  intakten Tieren konnte beobachtet werden, dass die 
Clusterin mRNA  Spiegel  im  normalen  hormonellen  Zustand  ebenfalls  sehr  niedrig  sind. 
Genistein vermittelt in diesen Tieren einen tendenziellen antiöstrogenen Effekt, da es die 
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Expressionsrate  im  Vergleich  zu  den  intakten  Kontrolltieren  minimal  induziert.  Beim 
direkten Vergleich der ermittelten Clusterin Expressionsspiegel  in den OVX Tieren  kann 
festgestellt werden, dass  lediglich die Behandlung mit Genistein als Einzelsubstanz bzw. 
die Kombination aus „P4 & GEN“ signifikante Unterschiede zur E2 Behandlung aufweisen 
(Abbildung  4.20C). Hinsichtlich der Komplement C3 Expression kam es in OVX Tieren nach 
E2  Exposition  zu  starken  Transkriptionsinduktionen  um  das  200 fache  im Vergleich  zur 
Kontrolle. Dem gegenüber  konnten nach dreitägiger Applikation  von P4 bzw. Genistein 
keine  signifikanten  Effekte  auf  die  Komplement C3  Expression  ermittelt werden.  Auch 
deren  Kombination  verblieb  ohne  Einfluss.  Demgegenüber  antagonisierte  sowohl  die 
Behandlung mit  der  Kombination  aus  „E2 & P4“  als  auch  die  aus  „E2 & P4 & GEN“  in 
einem  eingeschränkten  Maß  die  Wirkung  von  E2  als  Einzelsubstanz.  Die 
Transkriptionsrate  war  zwar  immer  noch  erhöht,  jedoch  mit  einer  20 fachen  bzw. 
16 fachen  Induktion  im Vergleich  zur Kontrolle nicht mehr  so  ausgeprägt.  Im Vergleich 
zum  OVX  Tier  lag  die  Basisexpression  des  Komplement C3  Gens  in  intakten 
scheinoperierten Weibchen um etwa das 100 fache höher.  In diesen Tieren erhöhte die 
kurzzeitige  subkutane  Exposition  gegenüber Genistein  die  Transkriptionsrate  zusätzlich 
um das 2,5 fache (Abbildung  4.20D).  
 
In  OVX  Weibchen  wurde  der  Proliferationsmarker  Ki67  auf  mRNA  Ebene  infolge  der 
Applikation  von  E2  signifikant  um  das  8 fache  in  seiner  Transkriptionsrate  gesteigert. 
Wurde  E2  als  Kombination  mit  P4  bzw.  mit  P4  und  Genistein  verabreicht,  konnten 
hingegen nur noch 2 fach erhöhte Ki67 mRNA Spiegel ermittelt werden. Die Behandlung 
mit  P4  als  Einzelsubstanz  resultierte  in  tendenziell  leicht  erniedrigten  Ki67 
Transkriptionsraten  wohingegen  Genistein  alleine  oder  als  Kombination  mit  P4 
verabreicht  die  Ki67 mRNA  Spiegel  nicht  verändert.  Beim Vergleich  innerhalb  der OVX 
Tiere  zeigten  lediglich  die  Einzelbehandlungen  mit  P4  bzw.  Genistein  sowie  deren 
Kombination  signifikante  Expressionsunterschiede  zur  Behandlung  mit  E2.  Bei 
Betrachtung  der  intakten  scheinoperierten  Tiere  lagen  die  Ki67 mRNA  Spiegel  in  den 
Kontrolltieren  um  das  4 fache  höher  als  in  den OVX  Vergleichstieren.  Die  Behandlung 
dieser Tiere mit subkutanem Genistein reduzierte diese Transkriptionsrate um ein Viertel 
(Abbildung  4.20E). 
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Abbildung   4.20  Veränderungen  der  Expressionsprofile  der  Gene  Östrogenrezeptor α  (A), 
Progesteronrezeptor  (B),  Clusterin  (C)  Komplement C3  (D)  und  Ki67  (E)  infolge  der  applizierten 
verschiedenen Einzelsubstanzen bzw. Substanzkombinationen im uterotrophen Assay.  
Ergebnisdarstellung 
109 
 
* kennzeichnet  signifikante Unterschiede  zur  jeweiligen mit Rizinusöl behandelten OVX Kontrollgruppe 
(rote Linie)  (Welch t‐Test  mit  * p<0,05;  ** p<0,01  und  *** p<0,001).  # kennzeichnet  signifikante 
Unterschiede im Vergleich zur OVX E2 Gruppe (Welch t‐Test mit * p<0,05; ** p<0,01). 
 
Ergebnisdiskussion 
110 
 
5 Ergebnisdiskussion 
Nutzen  und  Risiken  hormonell  aktiver  Substanzen  aus  Nahrungsmitteln  oder 
Pflanzenextrakten  für die menschliche Gesundheit werden derzeit kontrovers diskutiert. 
Dabei werden  die  potenziellen Risiken,  die mit  der  Exposition  dieser  Stoffe  verbunden 
sind, den Spekulationen über deren pharmakologische Nutzbarkeit gegenüber gestellt. Als 
Folge  zweier  großer  aber mittlerweile  teilweise widerlegter  Studien  zur  Einnahme  von 
Kombinationspräparaten  zur  Hormonersatztherapie,  die  eine  Erhöhung  des  Risikos  für 
Brust‐  [27,  28]  und  Gebärmutterkrebs  [29]  aufzeigten,  kam  es  bei  den  potenziellen 
Anwenderinnen  zum  vermehrten Wunsch  nach  risikoärmeren  Alternativen.  Bevorzugt 
wurden  sogenannte  „natürliche“ pflanzliche Produkte, die  als  zugelassene Arznei‐ oder 
Nahrungsergänzungsmittel  frei  verfügbar  sind.  In  diesem  Zusammenhang  werden 
isoflavonhaltige Produkte aus Soja aggressiv beworben, obwohl deren Wirksamkeit und 
vor  allem  deren  Anwendungssicherheit  wissenschaftlich  nicht  gänzlich  belegt  sind. 
Gegenstand  der  Untersuchungen  dieser  Arbeit  waren  die  Hauptvertreter  der 
Sojaisoflavone, Genistein  und Daidzein, wobei  durch  die  Aufklärung  ihrer molekularen 
Wirkmechanismen ein Beitrag zur Verbesserung der Wirksamkeits‐ bzw. Risikobewertung 
geleistet werden soll.  
 
5.1 Auswirkungen  lebenslanger Expositionen gegenüber diätetischen 
Isoflavonen in juvenilen und adulten Ratten 
Seit  langem wird darüber spekuliert, ob eine kontinuierliche sojareiche Ernährung einen 
positiven  Einfluss  auf  die  menschliche  Gesundheit  hat  oder  nicht.  Eine  Vielzahl  von 
wissenschaftlichen  Studien  hat  bereits  die  potenziellen  chemopräventiven  Effekte  von 
Isoflavonen  auf  verschiedenste physiologische und molekularbiologische Endpunkte hin 
untersucht, nur waren die Ergebnisse in keiner Weise konsistent [211]. Dies mag auch in 
großem  Maße  den  heterogenen  Studiendesigns  geschuldet  sein,  da  keine 
vereinheitlichten  Substanzkonzentrationen,  Verabreichungsrouten  und  ‐zeiträume 
verglichen sowie diverse Endpunkte begutachtet wurden. Zusätzlich hat sich  in  jüngerer 
Vergangenheit  vor  allem  der  Expositionsstart  als  äußerst  wichtiger  Parameter  für  die 
biologische  Wirksamkeit  von  Isoflavonen  herausgestellt  [188].  In  einem 
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generationsübergreifenden  Fütterungsexperiment wurden  die  Effekte  von  diätetischen 
Isoflavonen  auf  die  uterine  Gewebehomöostase  sowie  die  Modulation  der  uterinen 
Östrogensensitivität  untersucht.  Die  dabei  verwendeten  drei  verschiedenen  Diäten 
ahmen  verschiedene  Ernährungsgewohnheiten  nach,  wie  sie  heutzutage  verbreitet 
vorkommen.  Eine  annähernd  phytoöstrogenfreie  Diät  entspricht  den 
Nahrungsgewohnheiten  der  westeuropäischen  bzw.  nordamerikanischen  Bevölkerung, 
während die  isoflavonreiche sojabasierte Diät vor allem der traditionellen ostasiatischen 
Küche  Japan  und  Chinas  entspricht.  Als  zusätzliche  Gruppe  wurde  eine 
phytoöstrogenfreie  und  mit  hohen  Mengen  isoliertem  Genistein  angereicherte  Diät 
mitgeführt.  Diese  Art  der  Ernährung  findet  in  westlichen  Zivilisationen  immer  mehr 
Anhänger,  die  ihre  „normale“  Diät  mit  aufgereinigtem  isoliertem  Genistein  aus 
Nahrungsergänzungsmitteln  supplementieren,  um  den  propagierten  positiven  Effekt 
dieser Substanzen zu erhalten.  
 
Der Uterus  ist ein klassisches Zielorgan  für endogene als auch exogene Östrogene  [76]. 
Mit  den  Daten  der  hier  vorliegenden  Studie  konnte  gezeigt  werden,  dass  jeweils 
verglichen  mit  einer  fast  komplett  isoflavonfreien  Diät  eine  pränatal  gestartete  und 
kontinuierlich  lebenslang  aufrechterhaltene  Exposition  gegenüber  hoch  dosiertem 
Genistein  zu  einer  Verdoppelung  des  Uterusfeuchtgewichtes  in  juvenilen  weiblichen 
Ratten  führt.  Dem  gegenüber  zeigen  diese  Tiere  infolge  einer  sojabasierten 
isoflavonreichen Diät keine Uterotrophie. In den adulten ovariektomierten Tieren war das 
Uterusfeuchtgewicht  infolge  der Genisteinexposition  lediglich  um  36 %  und  infolge  der 
Isoflavonexposition  um  47 %  erhöht  (Abbildung   4.1). Wenngleich  die  Ergebnisse  dieser 
Studie  deutlich  stärker  erhöhte  Uterusfeuchtgewichte  aufzeigten,  untermauern  sie 
generell  die  Befunde  von  Phrakonkham et al.,  die  zwischen  12‐18 %  erhöhte 
Uterusfeuchtgewichte  in Ratten ermittelt haben, welche als adulte OVX Tiere  für einen 
vergleichbaren Zeitraum von drei Monaten mit isoflavonsupplementierten Diäten ernährt 
wurden  [274].  Im  direkten  Vergleich  zu  den  Ergebnissen  unserer  Studie  deuten  diese 
klaren Unterschiede  im  Ansprechverhalten  darauf  hin,  dass  die  intrauterine  gestartete 
Exposition  gegenüber  Isoflavonen  die  uterine  Sensitivität  der weiblichen Nachkommen 
erhöht. Dabei scheint besonders die chronische Exposition mit hoch dosiertem Genistein 
adverse  Effekte  hinsichtlich  der  Uterotrophie  im  juvenilen  Uterus  auszulösen.  Jüngere 
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Studien  belegen,  dass  nicht  alleine  die  verwendete  Dosis  ausschlaggebend  für  die 
Wirkung von Isoflavonen ist, sondern auch der Beginn der Exposition eine wichtige Rolle 
spielt.  So  zeigten  Mardon et al.,  dass  die  intrauterine  Exposition  gegenüber 
40 mg / kg & d  Isoflavonen  eine  signifikante  Erhöhung  des  Uterusgewichts  in  der 
Tochtergeneration  bewirkt,  wohingegen  deutlich  höhere  Isoflavondosen 
(~300 mg / kg & d)  keine  uterotrophen  Effekte  zeigten,  wenn  die  Exposition  erst 
postpubertär  erfolgte  [117,  210].  Unsere  Ergebnisse  erhärten  die  Hypothese,  dass  die 
Wirksamkeit  diätetischer  Isoflavone  stark  vom  Beginn  sowie  der  Dauer  der  Exposition 
abhängt. Außerdem  scheint eine  intrauterine Exposition das östrogene Potenzial dieser 
Substanzen noch zu verstärken. Denkbar wäre in diesem Zusammenhang ein Einfluss von 
Isoflavonen auf die epigenetische Ausstattung uteriner Gene. Denn ähnlich wie  für den 
endokrinen  Disruptor  Diethylstilbestrol  ist  auch  für  Genistein  beschrieben,  dass  es 
DNA‐Methylierungsmuster in Nachkommen exponierter Mütter modulieren kann [148].  
 
Die  im  Vorfeld  beschriebene  verstärkte  uterine  Sensitivität  ist  auch  in  Gen‐  bzw. 
Proteinexpressionsmustern  sichtbar.  Da  die  in  juvenilen  und  adulten  Weibchen 
beobachteten  uterotrophen  Effekte  infolge  der  lebenslangen  Isoflavonexposition  unter 
anderem  auf  proliferative  Ereignisse  zurückgeführt  werden  könnten,  wurden  die 
Proliferationsmarker  Ki67  und  PCNA  auf  mRNA  Ebene  und  PCNA  zusätzlich  auf 
Proteinebene  untersucht.  Beide  Marker  zeigen  auf  mRNA  Ebene  ein  identisches 
Expressionsprofil,  wenngleich  die  Ki67  Expression  erheblich  empfindlicher  auf  die 
Isoflavonexposition  reagiert  als  die  von  PCNA.  Dieses  Phänomen  ist  durch  stark 
divergente temporäre Expressionsmuster zu erklären, in dem die PCNA mRNA Expression 
infolge eines östrogenen Stimulus bereits nach etwa 7‐24 Stunden das Maximum erreicht, 
während die des Ki67  langsamer ansteigt und auch noch nach mehr als 72 Stunden sehr 
gut  zu detektieren  ist  [77].  In  adulten OVX Weibchen wurden um bis  zu  47 %  erhöhte 
Uterusfeuchtgewichte  gemessen.  Diese  lassen  sich  auf  eine  induzierte  Proliferation 
zurückführen, da sowohl die Expression von Ki67 auf mRNA Ebene als auch die von PCNA 
auf mRNA und Protein Ebene erhöht ist. Im Gegensatz dazu kann in juvenilen Tieren, die 
lebenslang  hoch  dosiertem  Genistein  ausgesetzt  waren,  der  signifikante  uterotrophe 
Effekt nicht auf proliferative Ereignisse  im Uterus  zurückgeführt werden.  In diesem Fall 
sind beide untersuchten Proliferationsmarker in ihrer Expression inhibiert (vgl. Abbildung 
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 4.1 und Abbildung  4.2), sodass die Unterschiede in der Uterotrophie auf andere Ursachen 
zurückgeführt  werden  muss.  Die  ambivalente  Wirkung  diätetischer  Isoflavone  wird 
anhand  der  proliferationsassoziierten  Daten  erneut  deutlich.  Während  Isoflavone  in 
adulten  OVX  Weibchen  proliferationsfördernd  wirken,  zeigen  sie  in  juvenilen  Tieren 
eindeutig  antiproliferative  Eigenschaften.  Ein  denkbarer  Grund  hierfür  könnten  die 
verschieden langen Expositionsdauern sein. 
 
Anhand der  validierten Markergene Komplement C3, Clusterin  [76, 79, 385]  sowie dem 
PGR [174] konnten die östrogenen Effekte der diätetischen Isoflavone genauer untersucht 
werden.  Im  Hinblick  auf  modulierte  östrogene  Effekte  aufgrund  lebenslanger 
Isoflavonexposition  zeigte  sich  am  Beispiel  des  Komplement C3  Gens,  dass  beide 
isoflavonhaltigen  Diäten  antiöstrogene  Wirkungen  in  adulten  OVX  Tieren  vermitteln. 
Demgegenüber  waren  die  Wirkungen  der  isoflavonreichen  und  genistein‐
supplementierten  Futtergruppe  in  juvenilen  Tieren  entgegengesetzt.  Einem  tendenziell 
antiöstrogenen  Effekt,  vermittelt  durch  das  isoflavonreiche  Futter,  stand  ein  klarer 
östrogener  Effekt  der  genisteinsupplementierten  Futtergruppe  gegenüber. Dies  konnte 
am  Expressionsprofil  des  Clusterin  Gens  nicht  nachgewiesen  werden,  da  keines  der 
beiden isoflavonhaltigen Futter einen Einfluss auf die mRNA Expression hatte (Abbildung 
 4.3).  Anhand  dieser  Ergebnisse  lässt  sich  über  einen  möglichen  Wirkmechanismus 
spekulieren.  Sie  suggerieren,  dass  die  östrogene  Wirkung  von  Genistein  in  juvenilen 
Tieren prädominant über den klassischen, ERE‐abhängigen Weg vermittelt sein könnte, da 
das  Komplement C3  Gen  drei  ERE  mit  Konsensus  Halfsites  in  seiner  Promotorregion 
enthält [96, 252], welche beim Clusterin Gen fehlen [376]. 
Es  liegt  die  Vermutung  nahe,  dass  die  anhand  des  Markergens  Komplement C3 
beobachteten östrogenen Effekte von Genistein über die uterinen Steroidrezeptoren ERα 
bzw. ERβ vermittelt und eventuell über den PR in ihrer Wirkung moduliert sein könnten. 
Die  Genexpressionsanalysen  zu  den  ER  Subtypen  zeigten  zu  keinem  der  beiden 
untersuchten  Entwicklungsstadien  einen  Einfluss  der  isoflavonreichen  Diät. 
Demgegenüber  resultierte  die  Exposition  gegenüber  hoch  dosiertem,  isoliertem 
Genistein, zumindest in juvenilen Tieren, in signifikant verringerten ESR1 und ESR2 mRNA 
Spiegeln.  Aus  diesem  Ergebnis  lässt  sich  nur  schwer  eine  mechanistische  Erklärung 
ableiten,  jedoch  zeigt  der  PR  ein  aufschlussreicheres  Expressionsprofil  infolge  der 
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verschiedenen Diäten (Abbildung  4.4). Die PGR mRNA Spiegel juveniler Tiere waren in den 
untersuchten Gruppen  invers reguliert.  In Tieren der  isoflavonreichen Gruppe signifikant 
erhöht,  in  denen  der  genisteinsupplementierten  Gruppe  signifikant  verringert.  Eine 
mögliche Ursache  für dieses Regulationsprofil  könnte die Anwesenheit von Equol, dem 
Hauptmetaboliten  von  Daidzein,  in  der  Gruppe  der  isoflavonreichen  Diät  sein.  Das 
sojabasierte  Futter  dieser  Gruppe  enthält  neben  Genistein  zu  etwa  gleichen  Teilen 
Daidzein  [125], welches  zu Equol metabolisiert wird,  sofern die dazu nötige mikrobielle 
Darmflora vorhanden  ist.  Im Gegensatz  zu Menschen, bei denen nur etwa 20‐50 % der 
Bevölkerung  zur  Equolbildung  befähigt  sind  [15],  sind  Ratten  als  sehr  effiziente 
Equolproduzenten beschrieben [310]. Durch östrogene Stimulation wird PGR sowohl auf 
mRNA als auch auf Proteinebene in seiner Expression stimuliert [174] und auch Equol, als 
potenter östrogener Agonist, erhöht die Expression des PGR signifikant [282]. Im Hinblick 
auf  unsere  Daten  konnten  hohe  Equol  Plasmaspiegel  durchweg  in  Tieren  der 
isoflavonreichen  Futtergruppe  gemessen  werden,  während  im  Plasma  der  Tiere  der 
genisteinsupplementierten Futtergruppe Equol nicht nachweisbar war (Tabelle  4.2 [126]). 
Der ER Agonist Equol  ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der Grund  für die Verdoppelung 
der PGR Genexpression. Die signifikant verringerten PGR mRNA Spiegel, die  in den Uteri 
der Tiere der genisteinsupplementierten Futtergruppe gemessen wurden, können direkt 
und eindeutig auf die Wirkung von Genistein zurückgeführt werden, da die Tiere einzig 
gegenüber  Genistein  exponiert  waren.  Zusammengefasst  implizieren  diese  Ergebnisse 
klare antiöstrogene Eigenschaften für Genistein und eindeutige östrogene Eigenschaften 
für Equol im Uterus lebenslang exponierter juveniler Weibchen.  
 
Die  Übertragbarkeit  der  tierexperimentell  erhobenen  Daten  auf  den  Menschen  ist 
schwierig.  Nicht  nur,  dass  die  täglichen  Isoflavonexpositionen  und  damit  auch  die 
anschließenden  Plasmaspiegel  dieser  Substanzen  zwischen  tierexperimentellen  und 
humanen  Studien  stark  differieren,  sondern  auch  die  Fähig‐  bzw.  Unfähigkeit  zur 
Equolproduktion  spielt  eine wichtige  Rolle. Des Weiteren  sind  auch  noch  anatomische 
bzw. physiologische Speziesunterschiede primär im Bezug auf den Gastrointestinaltrakt zu 
berücksichtigen [73]. 
Trotz großer morphologischer Ähnlichkeit auf mikroskopischer Ebene  [139],  zeigen  sich 
im  Hinblick  auf  die  Anatomie  als  auch  auf  die  relativen  Absorptionsoberflächen 
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Speziesunterschiede, die  in starker Weise die Absorptionsrate von oral aufgenommenen 
bioaktiven  Substanzen  beeinflussen  und  damit  eine  direkte  Interspeziesextrapolation 
erschweren.  Es  sind  vor  allem Unterschiede  in  der Dickdarmanatomie  zu  beobachten; 
dabei  ganz  besonders  im  Bereich  des  Blinddarms,  dem  Teil  des  Verdauungstraktes,  in 
dem bei Ratten in großem Maße der Nährstoffaufschluss durch die mikrobielle Darmflora 
stattfindet  [335]. Nicht  nur  die  gravierenden Unterschiede  von Anzahl  und  Typ  der  im 
Verdauungstrakt von Ratte und Mensch befindlichen Bakterien spielen eine Rolle bei der 
Metabolisierung von diätetischen  Isoflavonen  [112, 270],  sondern auch die verschieden 
langen Dickdarmabschnitte sind von Bedeutung. So macht  in Ratten der Blinddarm etwa 
26 %  der  gesamten  Dickdarmlänge  aus,  wohingegen  im  Menschen  lediglich  5 %  der 
Dickdarmgesamtlänge  auf  den  Blinddarm  entfallen  [73].  Daraus  abgeleitet  ergibt  sich, 
dass die relative Absorptionsoberfläche  im Dickdarm der Ratte um mehr als das 4 fache 
größer  ist  als  die  des Menschen  [73]. Des Weiteren  spielen  auch  die  Transitzeiten  der 
Nahrung durch den Dickdarm beider Spezies eine nicht minder erhebliche Rolle. Diese ist 
abhängig  von  der  Nahrungskomposition  und  beträgt  im  gesunden  Menschen 
48‐96 Stunden  [112],  in der Ratte hingegen  lediglich 15 Stunden  [89]. Zusammengefasst 
kann  man  festhalten,  dass  die  in  unserem  Tierversuch  ermittelten  stark  erhöhten 
Isoflavonplasmaspiegel,  allen  voran  dem  von  Equol,  demnach  mit  hoher 
Wahrscheinlichkeit diesen anatomischen Unterschieden geschuldet sind. Nichtsdestotrotz 
stehen der größeren Absorptionsoberfläche im Dickdarm der Ratte eine 3‐6 fach  längere 
Transitzeit der Nahrung  im menschlichen Dickdarm gegenüber, was bedeutet, dass dem 
Körper viel mehr Zeit  für die Aufnahme der entsprechenden bioaktiven Substanzen  zur 
Verfügung steht. 
 
Studien  am Menschen haben  gezeigt, dass die durchschnittliche  tägliche Aufnahme  an 
diätetischen  Isoflavonen  in  ostasiatischen  Ländern  wie  Japan,  Singapur  oder  China 
zwischen  15‐50 mg / d  liegt  [219,  235,  308].  In westlichen  Industrienationen  hingegen 
weniger als 2 mg / d [44, 177, 235], wenngleich bei Vegetariern durchaus Isoflavonspiegel 
von  etwa  12 mg / d  erreicht  werden  können  [88].  Werden  zusätzlich  zur  normalen 
westlichen  Ernährungsweise  isolierte  Isoflavone  aus  Nahrungsergänzungsmitteln 
konsumiert, kommt es mitunter zu Expositionen von durchschnittlich 40‐80 mg / d, aber 
auch Dosen  von  bis  zu  500 mg  isolierter  Isoflavone  pro  Tag  sind  beschrieben  [31].  Zur 
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besseren  Vergleichbarkeit  wurden  in  unserem  Experiment  die  täglichen 
Isoflavonaufnahmen  gegen  das  Körpergewicht  der  Tiere  normiert.  Als  tägliche 
Aufnahmemengen  konnten  in  der  phytoöstrogenfreien  Futtergruppe weniger  als  1 mg 
bzw.  in  der  isoflavonreichen  Futtergruppe  etwa  49‐63 mg  Gesamtisoflavone  pro 
Kilogramm Körpergewicht ermittelt werden. Die Tiere  in der genisteinsupplementierten 
Futtergruppe  nahmen  hingegen  zwischen  73‐93 mg  isoliertes Genistein  pro  Kilogramm 
Körpergewicht  auf.  Die  auf  den  ersten  Blick  mit  Humanstudien  vergleichbaren 
Aufnahmemengen  in  den  drei  Ernährungstypen  täuschen,  da  die  am  Menschen 
erhobenen Daten in der Regel nicht auf das Körpergewicht der Probanden normiert sind. 
Das bedeutet, dass die Expositionen im Menschen erheblich niedriger sind als die  in den 
hier  untersuchten  Ratten,  da  sich  die  ähnlichen  täglichen  Isoflavonaufnahmen  von 
Mensch und Ratte auf stark unterschiedliche Körpergewichte verteilen.  
Das  spiegelt  sich  auch  in  Anbetracht  der  Isoflavonplasmakonzentrationen  von Mensch 
und  Ratte  wieder.  Die  Tiere  unserer  Studien  zeigten  nach  lebenslanger  Exposition 
gegenüber  diätetischen  Isoflavonen  Plasmakonzentrationen  von  1,7 µM  Genistein, 
1,3 µM Daidzein bzw. 3,4 µM Equol. Diese Konzentrationen sind um ein Vielfaches höher 
als die, die im Menschen durch die orale Aufnahme sojahaltiger Nahrung erreicht werden. 
Im Plasma japanischer Männer und Frauen mit traditioneller Diät werden circa 0,3‐0,7 µM 
Genistein,  0,14‐0,26 µM Daidzein und  0,06‐0,1 µM  Equol  gemessen.  Europäer  kommen 
im  Gegensatz  dazu  auf  Genistein  und  Daidzein  Plasmaspiegel,  die  nochmals  um  den 
Faktor 10 niedriger  sind  [16, 142, 183, 229]. Noch größer  sind die Unterschiede  in den 
Equol  Plasmaspiegeln  zwischen  den  Bevölkerungen  von  Japan  und Großbritannien.  Im 
Durchschnitt sind die Equolspiegel  in Japanern etwa 100 fach höher als  in der britischen 
Vergleichsgruppe [229]. Auch dieser Unterschied mag im wesentlichen in den Differenzen 
der mikrobiellen Darmflora  und  damit  in  der  Fähigkeit  zur  Equolproduktion  begründet 
sein [15].  
 
Die  Isoflavonkonzentrationen  in den hier beschriebenen Rattenmodellen  liegen um ein 
Vielfaches höher als die, die  im Menschen vorkommen.  Jedoch aufgrund der Tatsache, 
dass  Nager  generell  einen  höheren  Metabolismus  sowie  eine  höhere  turnover Rate 
aufzeigen, nähern sich die experimentelle und die humane Situation wieder an. Dadurch 
können  die  Ergebnisse  dennoch  einen  Hinweis  darauf  geben,  welche  Effekte  im 
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Menschen durch diätetische  Isoflavone  zu erwarten  sind. Letztendlich können aber nur 
placebokontrollierte Doppelblindstudien in humanen Populationsgruppen zeigen, welche 
der beobachteten Effekte biologisch relevant sind. Um den erwarteten Langzeiteffekten 
von  Isoflavonen Rechnung zu tragen, müssten diese Studien allerdings so angelegt sein, 
dass sie ebenfalls die intrauterine Exposition berücksichtigen. 
 
5.2 Veränderungen der Östrogensensitivität  juveniler Ratten  infolge 
lebenslanger Isoflavonexposition 
Das Hauptresultat des vorangegangenen Tierexperiments zum Einfluss einer lebenslangen 
Exposition  gegenüber  diätetischen  Isoflavonen  auf  den  Uterus  juveniler  bzw.  adulter 
Ratten  war,  dass  vor  allem  der  juvenile,  immature  Uterus  erheblich  sensitiver  und 
diverser auf die unterschiedlichen Diäten reagierte als der adulte. Vor allem in der Gruppe 
mit genisteinsupplementierter Diät wurden sowohl nützliche als auch potenziell adverse 
Effekte beobachtet. In juvenilen Weibchen vermittelte die in utero begonnene Exposition 
mit Genistein neben einer  leichten Uterotrophie auch östrogene Effekte hinsichtlich der 
Expressionsmuster  beider  ESR  sowie  des  Komplement C3  Gens.  Demgegenüber  löste 
Genistein bei der Betrachtung der mRNA Spiegel von Proliferationsmarkern bzw. des PGR 
deutliche antiproliferative und antiöstrogene Eigenschaften aus.  
 
Basierend  auf  diesen  Befunden  lag  die  Vermutung  nahe,  dass  die  juvenilen  Tiere  das 
sensitivere Modell zur Untersuchung diätetischer Isoflavone darstellen. Wie wir in den, in 
Kapitel  4.2  beschriebenen,  Versuchen  zeigen  konnten,  führen  hohe Mengen  Genistein 
(700 µg pro Gramm Futter) zu signifikant erhöhten Uterusfeuchtgewichten. Ein Effekt, der 
so  ausgeprägt  in  adulten  Tieren  nicht  gefunden  werden  konnte.  Die  aktuelle 
wissenschaftliche Datenlage  zur Uterotrophie von diätetischen  Isoflavonen  im  juvenilen 
Uterus  ist  aber  uneindeutig.  In  einigen  Studien  konnten  nach  lebenslanger  Exposition 
gegenüber 250 µg, 375 µg bzw. 750 µg Genistein pro Gramm Futter keine Veränderungen 
im Feuchtgewicht des Uterus ermittelt werden  [62, 301]. Die Dosis von 1 mg Genistein 
pro Gramm  Futter hingegen erhöhte das Uterusfeuchtgewicht  signifikant  [43]. Auf den 
ersten  Blick  unterstützen  diese  Befunde  zwar  die  Vermutung  einer  dosisabhängigen 
Genisteinwirkung, jedoch muss an dieser Stelle auf die sehr heterogenen experimentellen 
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Versuchsanordnungen  verwiesen werden,  die  eine  direkte  Vergleichbarkeit  so  gut wie 
unmöglich machen. 
Wie die Resultate unserer  Experimente  zeigen,  spricht der  immature Uterus  zwar  sehr 
empfindlich auf oral aufgenommene  Isoflavone an  [97, 98, 126, 224, 330, 341],  jedoch 
beeinflussen  diese  kaum  die  Sensitivität  gegenüber  zusätzlichen  östrogenen  Stimuli 
innerhalb  eines  uterotrophen Assays. Die  durch  E2  bzw.  den  selektiven  ERα‐Agonisten 
16α‐LE2  induzierten  östrogenen  Stimuli  sind  in  ihrer  Ausprägung  in  allen  drei 
Futtergruppen  nahezu  identisch  und  lassen  demnach  nicht  den  Schluss  zu,  dass 
diätetische  Isoflavone,  oder  im  speziellen  Genistein,  befähigt  sind,  die  uterotrophen 
Eigenschaften von E2 bzw. 16α‐LE2  im  juvenilen Uterus zu modulieren. Zu dem gleichen 
Ergebnis kommt eine homolog angelegte Studie von Wade et al.. Dort wurde untersucht, 
inwieweit  diätetische  Isoflavone  in  der  Lage  sind,  die  agonistischen  Wirkungen 
verschiedener  exogener  Östrogene  im  Uterus  zu  modulieren.  Sie  kommen  zu  dem 
Schluss, dass die in Nagerdiäten enthaltene Isoflavone zwar nicht mit gravimetrischen und 
morphometrischen uterinen Antworten  interferieren,  jedoch  auf bestimmte  spezifische 
Endpunkte, wie z. B. die uterine Peroxidaseaktivität, negativ einwirken können [357]. Sie 
vermuten  daher,  dass  hohe  Isoflavonexpositionsspiegel  die  uterine  Sensitivität 
beeinflussen,  indem  sie  die  Schwellenwerte  für  die  gewebespezifischen  Antworten 
verringern.  In  unseren  Experimenten  resultierte  die  zusätzliche  Behandlung  mit 
subkutanem Genistein nur dann  in  schwach erhöhten Uterusgewichten, wenn die Tiere 
schon lebenslang mit genisteinsupplementiertem Futter ernährt wurden. Hierbei handelt 
es  sich  aber  eindeutig  um  einen  proliferationsunabhängigen  Mechanismus,  da  die 
Zellproliferationsraten  im  Uterus  dieser  Tiere  signifikant  verringert  sind.  Dieses 
divergente Wirkprofil  aus  schwacher Uterotrophie  bei  gleichzeitiger  Antiproliferativität 
legt die Vermutung über alternativen Wirkmechanismen nahe.  
 
Isoflavone  zeigen, abhängig von Konzentration  sowie des hormonellen Hintergrund des 
Organismus,  sowohl  östrogene  als  auch  antiöstrogene  Eigenschaften  [286].  Wie  in 
Abbildung   4.6B  dargestellt,  kommt  es  im  immaturen  Uterus  durch  die  subkutane 
Administration von E2 bzw. 16α‐LE2  zur  stark erhöhten Expression des Komplement C3 
Gens. Dieser ERα‐vermittelte Effekt wird durch die lebenslange Genisteinexposition in der 
genisteinsupplementierten  Futtergruppe  zum  Teil  erheblich  inhibiert,  was  die 
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antiöstrogenen  Eigenschaften  von  Genistein  deutlich  unterstreicht.  Bemerkenswerter‐
weise findet sich dieser Effekt lediglich in der genisteinsupplementierten und nicht in der 
isoflavonreichen  Futtergruppe.  Ein  denkbarer  Grund  für  diesen  Effekt  könnte  die 
Anwesenheit des Daidzein Metaboliten Equol  in der  isoflavonreichen Futtergruppe sein. 
Die in diesen Tieren ermittelte Equol Plasmakonzentration von 3,4 µM liegt etwa doppelt 
so  hoch wie  die  vom Genistein  (1,7µM)  [126], was  die  Vermutung  nahe  legt,  dass  an 
dieser Stelle hauptsächlich Equolwirkungen beobachtet werden. Zusätzlich dazu aktiviert 
Equol,  trotz  tendenzieller ERβ Selektivität, ebenfalls den ERα und  induziert dadurch  im 
Vergleich  zum  endogenen  Liganden  E2  leicht  agonistische  Effekte  [226,  238,  305]. 
Ebenfalls  sollten  in  diesem  Zusammenhang  noch  weitere  Unterschiede  in  der 
Diätzusammenstellung  erwähnt  werden.  Während  die  genisteinsupplementierte  Diät 
einzig  Genistein  als  Aglykon  beinhaltet,  handelt  es  sich  bei  dem  Hauptinhaltstoff  der 
isoflavonreichen  Diät  um  Sojamehl,  welches  neben  den  schon  im  Vorfeld  erwähnten 
glykosilierten  Isoflavonen  auch  eine  Sojaproteinbegleitmatrix  enthält.  Ein  mögliches 
östrogenes Potenzial dieser  Sojaproteine wurde bereits beschrieben  [216], weshalb  sie 
ebenfalls  ein  Grund  für  die  höheren  Komplement C3  mRNA  Spiegel  in  der 
isoflavonreichen,  verglichen  mit  der  genisteinsupplementierten,  Futtergruppe  sein 
könnten . 
 
Die Steroidrezeptoren ERα und PR sind nicht nur bei der Vermittlung ligandenabhängiger 
intrazellulärer  Wirkungen  von  Bedeutung,  sondern  stellen  gleichzeitig  auch  deren 
Zielgene  dar.  Wie  in  Abbildung   4.6C & D  dargestellt,  werden  die  Transkriptionsraten 
beider Rezeptoren durch die im uterotrophen Assay verwendeten ER‐Liganden moduliert. 
Auffällig  ist  dabei  vor  allem,  dass  das  Expressionsmuster  des  ESR1  sehr  homolog 
erscheint. Die Regulationsrichtungen  infolge der subkutanen Behandlungen sind  in allen 
Futtergruppen  identisch, was eindeutig zeigt, dass die  lebenslange Exposition gegenüber 
Isoflavonen  kaum  die  gewebespezifische  Antwort  des  juvenilen  Uterus  auf  exogene 
östrogene  Stimuli  verändert. Neben  der  negativen  Rückkoppelungsregulation  des  ESR1 
durch die Liganden E2 und 16α‐LE2, reduzieren auch die Liganden mit tendenzieller bzw. 
spezifischer ERβ Selektivität die mRNA Spiegel des ESR1 signifikant. Dieses auf den ersten 
Blick  unerwartete  Ergebnis  lässt  sich  gegebenenfalls  mit  den  unterschiedlichen  ER 
Expressionsspiegeln in adulten und juvenilen Tieren erklären. Im Gegensatz zum maturen 
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Uterus, wo die meisten der östrogenen Effekte über den vorwiegend exprimierten ERα 
vermittelten  werden  [178],  sind  im  immaturen  Uterus  beide  ER‐Subtypen  noch  in 
gleichem Maße  im  Epithel und  im  Stroma  exprimiert  [366]. Durch die Ausstattung des 
Uterusgewebes  mit  beiden  ER  Subtypen  kommt  es  infolge  der  Behandlungen  mit 
Genistein bzw. 8β‐VE2 zur ERβ‐vermittelten Reduktion des Zielgens ESR1.  
Die  Expression  des  PGR  steht  unter  östrogener  Kontrolle  [174]  und  wird 
gewebetypspezifisch durch Östrogene induziert (im Stroma sowie im glandulären Epithel) 
oder  inhibiert  (im  luminalen  Epithel)  [343]. Untersuchungen  an  βERKO Mäusen  haben 
gezeigt,  dass  in  diesen  Tiere  die  Reduktion  der  PGR  Expression  infolge  östrogener 
Behandlung  ausbleibt,  was  impliziert,  dass  die  Induktion  der  PGR  Expression  ein 
ERα‐vermittelter Prozess  ist und die Verringerung der epithelialen PGR Expression über 
den  ERβ  koordiniert  wird  [366].  Hinzu  kommen  unsere  Daten,  die  zeigen,  dass  die 
Expression des PGR offensichtlich ein sensitiver Parameter für die chronische Exposition 
gegenüber Genistein  ist. Denn  im Gegensatz zum ESR1, bei dem  infolge der subkutanen 
Behandlungen  in  den  verschiedenen  Futtergruppen  keine  unterschiedlichen 
Regulationsrichtungen  gefunden  wurden,  resultierten  beim  PGR  identische  subkutane 
Behandlungen  in  Abhängigkeit  des  Isoflavongehaltes  des  Futters  in  unterschiedlichen 
Regulationsprofilen. Sowohl  in der Gruppe mit phytoöstrogenfreier, als auch  in der mit 
isoflavonreicher Diät,  kam  es  infolge  ERα‐vermittelter  östrogener  Stimuli  zu  signifikant 
verringerten PGR Expressionsspiegeln. Diese lassen sich aber nicht finden, wenn die Tiere 
zuvor  lebenslang  mit  Genistein  exponiert  waren.  Hier  waren  die  PGR  mRNA  Spiegel 
unbeeinflusst bzw.  tendenziell erhöht. Die Beurteilung dieser Daten  ist  schwierig, da es 
sich bei den von uns erhobenen Daten um Genexpressionsanalysen handelt,  für die die 
nötige  mRNA  aus  dem  kompletten  Gewebe  isoliert  wurde.  Für  eine  differenzierte 
Betrachtung, wie sie gerade bei der Expression des PGR notwendig wäre, um die genauen 
Wirkungen  von  Isoflavonen  zu  evaluieren,  wären  jedoch  immunohistochemische 
Untersuchungsmethoden  auf  Proteinebene  vonnöten.  Fest  steht,  dass  die  lebenslange 
Exposition  gegenüber  diätetischem  Genistein  zu  antiöstrogenen,  via  ERβ‐vermittelten, 
Effekten führt. 
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5.3 Veränderungen der Östrogensensitivität ovariektomierter adulter 
Ratten infolge lebenslanger Isoflavonexposition 
Östrogene  stellen  in einer Vielzahl  von Organen wichtige Regulatoren / Mediatoren  für 
Proliferation  und  Entwicklung  dar  [248].  Aus  diesem  Grund  ist  es  von  besonderer 
Bedeutung,  die  etwaigen  positiven  oder  negativen  Einflüsse  diätetischer  bzw. 
synthetischer  Östrogene  auf  diese  komplexen  Mechanismen  aufzuklären.  Bei  der 
Evaluierung der Daten aus dem Teilversuch TV 1a zur Aufklärung der Auswirkungen rein 
durch die Nahrung aufgenommener  Isoflavone zeigte sich vor allem der  juvenile Uterus 
als besonders empfindlich  gegenüber diesen oral  aufgenommenen  Substanzen. Bei der 
Durchführung  von  uterotrophen  Assays  zur  Bewertung  der  uterinen  Sensitivität 
gegenüber östrogenen Stimuli  zeigte  sich  jedoch, dass die Uteri adulter OVX Weibchen 
deutlich  sensitiver  gegenüber  exogenen  östrogenen  Stimuli  reagierten  als  die  der 
juvenilen intakten Tiere. Besonders offensichtlich war dies in den Uterusfeuchtgewichten 
nach  Durchführung  des  uterotrophen  Assays  mit  E2,  Genistein  sowie  den 
östrogenrezeptorsubtypspezifischen Agonisten 16α‐LE2 und 8β‐VE2  (vgl. Abbildung   4.7). 
Es zeigte sich, dass die Uteri von Tieren, die lebenslang isoflavonreichen Diäten ausgesetzt 
waren,  erheblich  sensitiver  auf  die  Stimulation  mit  E2  reagierten  als  lebenslang  auf 
phytoöstrogenfreien  Diäten  gehaltene  Vergleichstiere.  Bei  den  Tieren  der 
isoflavonhaltigen  Futtergruppen waren  die Uterusfeuchtgewichte  um  etwa  das  9 fache 
erhöht,  bei  den  Tieren  der  phytoöstrogenfreien  Futtergruppe  lediglich  um  etwa  das 
4 fache.  Dieser  Effekt  war  eindeutig  über  den  ERα  vermittelt,  da  der  selektive 
ERα‐Agonist,  16α‐LE2,  eine  ähnlich  starke  Induktion  der  Uterusgewichte  auslöste.  Die 
ebenfalls  ermittelten  Epithelhöhen  zeigten  das  gleiche  ERα‐abhängige  Induktionsprofil, 
wenngleich  die  enormen  futterbedingten  Unterschiede  bei  diesem  physiologischen 
Parameter nicht beobachtet werden konnten. 
 
Für die Beurteilung dieses Effektes ist es wichtig zu klären, ob diese Gewichtszunahme auf 
eine  vermehrte  Proliferation  zurückzuführen  ist  und  damit  ein  potenzielles  Risiko 
darstellt, oder ob eine andere molekulare Ursache vorliegt. Die proliferativen Prozesse im 
adulten Uterus unterliegen der Kontrolle von Östrogenen und  sind dabei hauptsächlich 
über den ERα vermittelt  [116, 178].  In Anbetracht der Tatsache, dass die beobachteten 
Gewichtserhöhungen ebenfalls eindeutig ERα vermittelten Prozessen zugeordnet werden 
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können, liegt die Vermutung einer besonders stark induzierten Proliferation in den Tieren 
der  isoflavonhaltigen  Futtergruppen  nahe.  Im  Hinblick  auf  proliferative  Prozesse  im 
Uterusepithel  konnten  in  allen  Futtergruppen  stark  gesteigerte  Proliferationsraten 
(>90 %) infolge der subkutanen Behandlung mit E2 oder 16α‐LE2 beobachtet werden. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Tiere der Kontroll‐, Genistein‐ bzw. 8β‐VE2‐Gruppe  lediglich 
Proliferationsraten  von  durchschnittlich  15 %.  Dieses  Ergebnis  unterstützt  erneut  die 
Bedeutung des  ERα  für die proliferativen Prozesse  im Uterus  [75],  jedoch  erklärt  es  in 
keiner Weise die am Uterus beobachteten Gewichtsunterschiede zwischen den Tieren der 
isoflavonhaltigen und phytoöstrogenfreien Diäten. Obwohl  infolge der E2 bzw. 16α‐LE2 
Behandlungen die PCNA Proteinexpression signifikant erhöht war, wurden dennoch keine 
signifikanten  Unterschiede  zwischen  den  Futtergruppen  innerhalb  einer  identischen 
subkutanen Behandlung ermittelt. Das impliziert, dass die Zunahme des Feuchtgewichtes 
in der phytoöstrogenfreien Futtergruppe eindeutig proliferativen Prozessen  zuzuordnen 
ist,  während  die  zusätzliche  Gewichtszunahme  der  Uteri  in  den  Tieren  der 
isoflavonhaltigen Futtergruppen in anderen molekularen Antworten begründet sein muss. 
 
Eine mögliche Erklärung für die zusätzliche Feuchtgewichtszunahme der Uteri aus Tieren 
mit  lebenslanger  Isoflavonexposition wäre eine vermehrte  luminale Wassereinlagerung. 
Während der Sektion konnten sehr große, prall mit Luminalflüssigkeit gefüllte Uteri in den 
Tieren  der  isoflavonhaltigen  Futtergruppen  festgestellt  werden.  Basierend  auf  dieser 
Beobachtung wurden spezielle Transmembranproteine (Aquaporine / Aquaglyceroporine) 
untersucht,  die  an  diesem  Effekt  beteiligt  sein  könnten.  Die  Familie  der  Aquaporine 
beinhaltet 13 Mitglieder (AQP0‐12) von denen einige unter östrogener Regulation stehen 
(AQP1‐3, AQP5  und AQP9)  [143].  Sie  spielen  eine  Schlüsselrolle  in  der  Initialphase  der 
uterinen  Antwort,  welche  innerhalb  weniger  Minuten  nach  östrogener  Stimulation 
beginnt und für etwa sechs Stunden anhält. Diese Phase ist durch eine erhöhte vaskuläre 
Permeabilität  mit  anschließendem  Auftreten  von  Ödemen  charakterisiert  [68],  wobei 
Aquaporine  in diesem Zusammenhang zu einem substartunabhängigen Wassertransport 
entlang  eines  osmotischen  Gradienten  verhelfen  [6].  Die  in  den  Tieren  der 
isoflavonreichen bzw. genisteinsupplementierten Futtergruppe beobachteten Effekte sind 
allerdings zu ausgeprägt, um sie einzig mit einem passiven Wassertransport erklären zu 
können. AQP3, ein Mitglied der Aquaglyceroporine, ist für Wasser und kleine ungeladene, 
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aber osmotisch aktive Substanzen wie z. B. Glycerin und Harnstoff, permeabel [6, 165]. In 
unserer Studie konnten wir zeigen, dass AQP3 infolge der subkutanen Behandlung mit E2 
und 16α‐LE2 sehr stark  in seiner Expression  induziert wird, wohingegen die Gene für die 
einzig für Wasser permeablen Proteine AQP1 und AQP5 durch die gleichen Behandlungen 
signifikant  in  ihrer  Expression  inhibiert werden. Man  kann  nun  über  einen möglichen 
Mechanismus spekulieren, bei dem die Aquaglyceroporine neben Wasser auch osmotisch 
aktive  Substanzen  in  das  Uteruslumen  transportieren,  welche  einen  Gradienten 
aufbauen,  der  anschließend  über  zusätzlichen  passiven  Wassereinstrom  wieder 
ausbalanciert  wird.  Dieser  Mechanismus  würde  zu  erhöhten  luminalen 
Flüssigkeitsvolumina und damit zu erhöhten Uterusfeuchtgewichten führen. Gegen diese 
Hypothese spricht die Tatsache, dass die Expression von AQP3 in allen drei untersuchten 
Futtergruppen infolge der Behandlungen mit E2 bzw. 16α‐LE2 vergleichbar stark ansteigt, 
und die klaren Unterschiede, wie man sie  im Falle des Uterusfeuchtgewichtes zwischen 
der phytoöstrogenfreien und den  isoflavonhaltigen Futtergruppen sieht, nicht auftreten 
(Abbildung  4.7 und Abbildung  4.11). In diesem Kontext scheint es wahrscheinlich, dass die 
Quelle  für  den  vermehrten Wassertransfer  in  einem  zusätzlichen  oder  einem  gänzlich 
anderen Mechanismus  zu  suchen  ist. Denkbar wäre  beispielsweise,  dass  der  vaskuläre 
endotheliale  Wachstumsfaktor / vaskulärer  Permeabilitätsfaktor  (VEGF / VPF)  in  den 
endometrialen  Kapillaren  eine  kritische  Rolle  spielen  könnte,  da  beschrieben  ist,  dass 
seine  Expression  im  Uterus  unter  östrogener  Kontrolle  steht  und  seine mRNA  Spiegel 
infolge  einer  Stimulation mit Östrogenen  und  P4  sehr  schnell  ansteigen  [68]. Dadurch 
kommt  es  zu  einer  erhöhten  mikrovaskulären  Permeabilität  [68],  welche  unter 
Umständen  in  dem  hier  beobachten  Effekt  involviert  ist.  Außerdem  ist  in  diesem 
Zusammenhang bemerkenswert, dass östrogenabhängige uterine Gewebeantworten wie 
Hyperämie  oder Wassereinlagerungen  der  Aktivierung  des  klassischen  ERE‐abhängigen 
Mechanismus bedürfen, wohingegen die Induktion der epithelialen Zellproliferation über 
alternative,  ERE‐unabhängige  Mechanismen  reguliert  wird  [249].  Diese  Tatsache 
impliziert im Hinblick auf die Resultate dieses Teilversuches, dass auch auf physiologischer 
Ebene die Wirkungen von  Isoflavonen präferentiell über ERE‐abhängigen Mechanismen 
vermittelt  zu  sein  scheinen,  da  die  uterine Wasserhomöostase  durch  die  lebenslange 
Isoflavonexposition offensichtlich stark moduliert wird, während es in diesen Tieren kaum 
zu vermehrten proliferativen Prozessen kommt. 
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Zusammengefasst  zeigen  die  Resultate  der  tierexperimentellen  Studie  an  adulten OVX 
Ratten, dass die lebenslange Exposition gegenüber hohen Mengen diätetischer Isoflavone 
einen starken Einfluss auf die uterine Physiologie und  im Besonderen auf die östrogene 
Sensitivität  hat.  Die  Exposition  mit  Phytoöstrogenen  während  kritischer  embryonaler 
Entwicklungsphasen  hat  offensichtlich  zahlreiche  Langzeitkonsequenzen,  die  den 
weiblichen  Reproduktionstrakt  betreffen  [146].  Es  gibt  vereinzelte  Belege,  dass 
persistente  epigenetische  Anpassungen,  die  während  der  frühen  embryonalen 
Entwicklung  angelegt  und  dann  infolge  der  maternalen  Ernährung  sowie  durch 
Umweltfaktoren  beeinflusst  werden  können,  mit  einer  vermehrten  Prädisposition  für 
Krebserkrankungen  oder  anderen  chronischen,  altersbedingten  Krankheiten  assoziiert 
werden  [59,  83].  Vor  dem  Hintergrund  dieser  Kenntnis  scheint  ein  Zusammenhang 
zwischen hypersensitiven Uteri aus Tieren, die während  ihrer kompletten embryonalen 
Entwicklung hohen Dosen  von  Isoflavonen  ausgesetzt waren und dadurch epigenetisch 
modifizierter Methylierungsmustern  in  kritischen  uterinen Genen,  sehr wahrscheinlich. 
Epigenetische  Modifikationen  umfassen  neben  Histonmodifikationen  auch 
Methylierungen der DNA an Cytosinen  in GC‐reichen Sequenzabschnitten, so genannten 
CpG‐Inseln  [67]. Mit der Avy‐Maus  steht ein gutes  in vivo Modell  für die Untersuchung 
epigenetischer  Modifikationen  zur  Verfügung.  In  der  Promotorregion  des  Avy Gens 
befindet  sich  ein  virales  Insert,  welches  besonders  empfindlich  für  epigenetische 
Modifikationen  ist.  Dieses  Insert  enthält  spezifische  Sequenzabschnitte,  die 
hochempfindlich für Methylierungsereignisse sind, wodurch die Expression des Avy Gens 
reguliert  werden  kann.  Abhängig  vom  Methylierungsgrad  dieser  Region  können 
unterschiedliche Phänotypen  in den Mäusen beobachtet werden.  Im hypomethylierten 
Zustand ist das Avy stark exprimiert, wodurch die Mäuse eine adipöse Gestalt mit gelber 
Fellfarbe zeigen. Ist die Region hypermethyliert, wird Avy nur schwach exprimiert und die 
Tiere  sind  schlank  mit  braunem  Fell.  Anhand  verschiedener  Phänotypausprägungen 
können  dann  verschiedene  Methylierungsgrade  abgeleitet  werden  [148].  In vivo 
Untersuchungen  in  diesen  Mäusen  zeigten,  dass  die  kontinuierliche  Exposition  der 
Muttertiere  mit  diätetischem  Genistein,  von  vor  der  Verpaarung  bis  über  die 
Laktationsphase hinaus, zu hypermethylierten Promotorregionen des Avy Gens  in deren 
Jungtieren  führte  [82].  Im Hinblick auf unsere Untersuchungen stützen diese Daten den 
Eindruck,  dass  Xenoöstrogene  die Genexpressionsmuster  im  Säugetierorganismus  über 
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epigenetische Methylierungsmuster permanent verändern können. Jedoch können diese 
Veränderungen für den Organismus sowohl positiver als auch negativer Natur und nur zu 
einem gewissen Grad reversibel sein. 
 
In  früheren Studien konnte gezeigt werden, dass  sich Genistein  in vielerlei Hinsicht wie 
ein  SERM  verhält.  Das  bedeutet,  es  ist  abhängig  vom  Gewebe  oder  Organ,  ob  sich 
Genistein prädominant als ER Agonist oder Antagonist verhält [78, 224]. In dem in diesem 
Kapitel  diskutierten  tierexperimentellen  Teilversuch  konnten wir  feststellen,  dass  eine 
lebenslange Exposition mit diätetischen  Isoflavonen  in hypersensitiven Uteri gegenüber 
östrogenen Stimuli resultiert. Ebenfalls konnten wir zeigen, dass diese Effekte eindeutig 
über  den  ERα  vermittelt  sind,  da  der  selektive  ERα‐Agonist  16α‐LE2  bei  allen 
untersuchten Endpunkten den gleichen Einfluss zeigte wie E2. 
 
Um  die  biologischen  Wirkungen  von  Genistein  hinsichtlich  physiologischer  sowie 
molekularer  Veränderungen  zu  bewerten,  muss  eindeutig  zwischen  kurzfristigen  und 
langfristigen, chronischen Expositionen unterschieden werden.  In den hier vorgestellten 
Untersuchungen  verhält  sich  Genistein,  in  pharmakologischen  Dosen  eingesetzt, 
hauptsächlich wie ein partieller ERβ‐Agonist, was sich beispielsweise darin widerspiegelt, 
dass  sowohl  das  Uterusfeuchtgewicht  als  auch  die  Uterusepithelhöhe  nicht  erhöht 
werden. Ebenfalls zeigt Genistein in diesem Fall keinen Einfluss auf die Genexpression von 
Igf‐1R  und  ESR1,  wirkt  sich  hingegen  aber  leicht  induzierend  auf  proliferative  (Ki67 
Genexpression)  als  auch  auf  östrogene  Marker  (Clusterin  und  Komplement C3 
Genexpression)  aus.  Im  Gegensatz  dazu  hat  die  lebenslange  chronische  Exposition 
gegenüber  diätetischen  Isoflavonen,  und  im  Speziellen  Genistein,  eindeutig  einen 
physiologischen  Einfluss  auf  den  Reproduktionstrakt  von  Rattenweibchen.  Sowohl 
Isoflavone im Allgemeinen, als auch Genistein im Speziellen, sensibilisieren den Uterus für 
östrogene Stimuli, welche anschließend zu stark erhöhten Uterusfeuchtgewichten führen. 
Beim Vergleich der Genexpressionsprofile in isoflavonexponierten und phytoöstrogenfrei 
ernährten  Tieren  wird  offensichtlich,  dass  die  chronischen  Isoflavonexposition  das 
Regulationsmuster  bestimmter Gene  (jeweils  in  Reaktion  auf  die  E2‐Gabe) maßgeblich 
verändert.  An  validierten  Markergenen  für  Östrogenität  (Komplement C3)  sowie 
Proliferation  (PCNA,  Ki67)  konnten  eine  verringerte  östrogene  Responsivität  inklusive 
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verringerter  proliferativen  Ereignisse  infolge  der  chronischen  Isoflavone  Exposition 
beobachtet werden. 
 
Für  die  Exposition  gegenüber  Umweltöstrogenen  während  kritischer  embryonaler 
Entwicklungsschritte  wurden  für  den  weiblichen  reproduktiven  Trakt  ungünstige 
Konsequenzen,  wie  Veränderungen  in  den  Menstruationszyklen  oder  der  Ovulation 
beschrieben  [146].  Eine  finale Beurteilung, ob die  stark erhöhte Östrogensensitivität  in 
lebenslang  isoflavonexponierten  Tieren  als  gesundheitlich bedenklich einzuschätzen  ist, 
bedarf  allerdings  noch weiterer  Untersuchungen.  Ebenso müssen  die  in  diesen  Tieren 
beobachteten  synergistischen  Effekte  aus  vermehrter  Proliferation  und  starker 
Wassereinlagerung  zumindest  kritisch  betrachtet  werden.  Inwieweit  auch  hier  eine 
gesundheitliche Gefährdung besteht,  ist von großer Bedeutung und muss  in zukünftigen 
Studien noch eingehender geklärt werden.  
 
Die  Extrapolation  der  in  Ratten  erhobenen  Daten  dieses  Studienteils  auf  die  humane 
Situation  sind  aufgrund  der  allgemeinen  Speziesunterschiede  sehr  spekulativ. 
Nichtsdestotrotz  gibt  es  Anzeichen  für  die  Relevanz  unserer  Daten  beim  Menschen. 
Wu et al. beschrieben, dass ostasiatische Frauen, sowohl pre‐ als auch postmenopausal, 
geringere endogene E2 Konzentrationen aufweisen als ihre westlichen Altersgenossinnen. 
Diese Beobachtung wurde direkt mit den hohen Mengen  Isoflavonen  aus der dortigen 
traditionellen Diät korreliert [378, 380]. Obwohl abschließend die Frage ungeklärt bleibt, 
ob die beobachtete Verschiebung der östrogenen Sensitivität als positiver oder negativer 
Gesundheitsparameter anzusehen  ist, sind die hier diskutierten Ergebnisse vor allem für 
die  Interpretation  von  regionalen  Unterschieden  in  der  endokrinen  Physiologie  und 
Pathophysiologie  von  besonderer  Bedeutung.  Die  Kombination  der  hier  vorgestellten 
Daten  mit  bereits  veröffentlichen  Erkenntnissen  zu  den  molekularen  Wirkungen  von 
Genistein  bietet  einen  möglichen  Erklärungsansatz  für  die  epidemiologischen 
Beobachtungen  zu  der  geringeren  Inzidenz  an  hormonabhängigen  Erkrankungen  in 
ostasiatischen Populationen [194]. Man könnte über ein Modell spekulieren,  in dem die 
intrauterine Exposition gegenüber Isoflavonen im Fetus Methylierungsmuster bestimmter 
uteriner Gene moduliert, welche in dieser sensiblen Entwicklungsphase angelegt werden. 
Diese Modifikationen resultieren dann in einer gesteigerten Responsivität des Uterus für 
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östrogene  Stimuli.  Gleichzeitig  verringern  Isoflavone  langfristig  die  endogenen 
Östrogenspiegel,  indem  sie  die  Mengen  an  SHBG  erhöhen,  die  Aktivität  von 
steroidogenen  Enzymen  verringern  und  die  Zykluslänge  verlängern  [232,  288,  378].  In 
asiatischen Frauen kann dann, aufgrund der gesteigerten uterinen Östrogensensitivität, 
dennoch eine normale physiologische Antwort auf die geringeren Plasmaöstrogenspiegel 
erfolgen.  Als  positiver  Nebeneffekt  kommt  hinzu,  dass  die  langfristigen  niedrigeren 
endogenen  Östrogenspiegel  zu  einer  geringeren  Anfälligkeit  für  hormonabhängige 
Krankheitsbilder führen (Abbildung  5.1). 
 
Uterine Sensitivität 
gegenüber Östrogenen
Isoflavone
E2‐Spiegel
Zykluslänge
Östrogenabhängige 
Erkrankungen
+
~
?
SHBG
Steroidsynthese
+
+
?
 
Abbildung   5.1  Schematische Darstellung der Hypothese  zur Wirkung  von  Isoflavonen  in ostasiatischen 
Frauen (schwarze Pfeile) und Frauen westlicher Industrienationen (rote Pfeile).  
 
Demgegenüber  profitieren  Frauen  aus  westlichen  Industrienationen  aufgrund  ihrer 
andersgearteten Ernährungsgewohnheiten offensichtlich nicht von dieser Voreinstellung 
des Uterus durch die intrauterine Isoflavonexposition. Die pharmakologische Nutzung von 
isolierten  Sojaisoflavone  als  natürliche  Alternative  zur  Hormontherapie  während  des 
Klimakteriums  könnte  in  postmenopausalen  Frauen  das  Risiko  für  die  Entwicklung 
hormonabhängiger  Erkrankungen  hingegen  noch  erhöhen.  Bei  Anwendung  des  bereits 
erwähnten Modells, könnte das Folgendes bedeuten: Die Aufnahme von hoch dosierten 
isolierten  Isoflavonen  durch  postmenopausale  Frauen  als  Nahrungsergänzungsmittel 
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führt dazu, dass die Isoflavone die Rolle der nicht mehr produzierten ovariellen Östrogene 
übernehmen und demnach östrogenabhängige Mechanismen  in verschiednen Geweben 
in  Gang  setzen  können. Wenngleich  schwächer  wirksam  als  E2  können  die  in  hohen 
Dosierungen  angewendeten  Isoflavone  trotzdem  die  Entwicklung  östrogenabhängiger 
Erkrankungen fördern (Abbildung  5.1) [9, 134]. 
 
5.4 Bewertung der Ergebnisse der Validierungsstudie TV 2 im Hinblick 
auf  die  Vergleichbarkeit  mit  den  Ergebnissen  des  Versuchsteils 
TV 1c 
Das  Hauptresultat  aus  dem  Versuchsteil  TV 1c,  die  erheblich  gesteigerte 
Östrogensensitivität  in  lebenslang  isoflavonexponierten adulten Rattenweibchen, wurde 
insbesondere  beim  Uterusfeuchtgewicht  offensichtlich.  Da  die  verwendeten 
Substanzkonzentrationen  wie  beschrieben  doppelt  so  hoch  (Tabelle   2.6),  aber  immer 
noch  im  international  üblichen  Bereich  waren,  musste  geklärt  werden,  ob  die 
gewonnenen  Ergebnisse  direkt  auf  die  lebenslange  Isoflavonexposition  oder  auf  die 
erhöhte Substanzkonzentrationen zurückzuführen waren. In Anbetracht des Tierschutzes, 
sowie  Aufgrund  des  teueren  und  langwierigen  experimentellen  Designs  wurden  zur 
Validierung  der Daten nur  Teile,  und  nicht  der  komplette  Tierversuch wiederholt.  Eine 
geringe  Anzahl  F1‐Weibchen  wurde  in  der  isoflavonreichen  und  der 
genisteinsupplementierten  Futtergruppe  nachgezüchtet  und  per  Zufall  in  die  Kontroll‐ 
respektive  E2‐Gruppe  eingeteilt.  Die  Tiere  der  E2‐Gruppe  wurden  über  drei  Tage mit 
4 µg / kg & d E2 behandelt. Sollten sich hier vergleichbare uterotrophe Effekte einstellen 
wie  bei  den  Tieren  die  im  Versuchsteil  TV 1c  8 µg / kg & d  E2  verabreicht  bekommen 
haben,  ist  damit  schon  ein  erstes  Anzeichen  gesetzt,  dass  die  Resultate  der 
isoflavonhaltigen  Ernährung  und  nicht  den  erhöhten  Substanzkonzentrationen 
zuzuordnen sind.  
 
Im  Hinblick  auf  die  als  physiologische  Parameter  evaluierten  Uterusfeuchtgewichte 
(Abbildung  4.15) und Uterusepithelhöhen (Abbildung  4.16), wurden keine Unterschiede in 
der  Effektausprägung  durch  die  Behandlungen  mit  den  beiden  unterschiedlichen  E2 
Dosierungen  beobachtet.  Beide  Parameter  waren  infolge  der  E2  Behandlungen  in 
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vergleichbarem Maße  induziert.  Dieses  Ergebnis  zeigt  deutlich,  dass  in  Bezug  auf  das 
Uterusgewicht  bereits  durch  die  Konzentration  von  4 µg / kg & d  E2  die  maximalen 
physiologischen  Antworten  im  Uterus  erzielt  werden.  Dies  wird  durch  Daten  von 
Odum et al.  untermauert,  die  bei  einem  vergleichbaren  experimentellen Design  zeigen 
konnten, dass bei subkutanen Injektionen von ≥ 5 µg / kg & d E2 das Uterusgewicht nicht 
weiter  zunimmt,  sondern  sein  Maximum  erreicht  hat  [253].  Im  Gegensatz  zu  den 
Feuchtgewichten  der  Uteri,  bei  denen  keine  signifikanten  Unterschiede  zwischen  den 
beiden verwendeten Substanzkonzentrationen ermittelt werden konnten, waren  jedoch 
im Falle der Epithelhöhen signifikante Unterschiede zu verzeichnen. 
Veränderungen  im  Uterusgewicht  werden  nicht  von  einem  Einzeleffekt  ausgemacht, 
sondern reflektieren eine Vielzahl von molekularen Prozessen, die neben Veränderungen 
in  der  vaskulären  Permeabilität  und  der  Wasserretention  auch  Veränderungen  der 
Zellgröße und ‐zahl aufgrund proliferativer Ereignisse beinhalten [55, 284]. Das bedeutet, 
dass die makroskopische Beobachtung der Ähnlichkeit  in der Uterotrophie  in beiden E2 
Behandlungsgruppen  nicht  zwangsläufig  bedeuten  muss,  dass  auch  auf  molekularer 
Ebene alle uterinen östrogenabhängigen Effekte  identisch sind. Aus diesem Grund  ist es 
von  essentieller  Bedeutung,  ebenfalls  molekulare  Parameter  aus  beiden 
Behandlungsgruppen  zu  evaluieren.  Nur  anhand  dieser  zusätzlichen  Daten  kann  eine 
abschließende  Bewertung  der  Vergleichbarkeit  der  beiden  tierexperimentellen  Studien 
erfolgen. 
Während der Bewertung der proliferationsassoziierten Daten beider Tierversuche zeigten 
sich  ebenfalls  deutliche  Ähnlichkeiten  in  den  Effekten  beider  verwendeter  E2 
Behandlungskonzentrationen.  Die  Expression  des  Proliferationsmarkers  PCNA  wurde 
sowohl  auf Gen‐  als  auch  auf  Proteinebene  untersucht. Auf  keiner  der  beiden  Ebenen 
wurden  grundlegende  Unterschiede  in  der  proliferativen  Aktivität  zwischen  den 
Behandlungen mit 4 µg bzw. 8 µg / kg & d E2 ermittelt, was den Rückschluss zulässt, dass 
bereits  mit  der  Konzentration  von  4 µg / kg & d  E2  das  Maximum  der  biologischen 
Antwort  induziert wird und keine weitere Steigerung der Gewebeantwort durch erhöhte 
Substanzkonzentrationen zu erwarten sind. In experimentell vergleichbaren Studien kam 
es  nach  dreitägiger  subkutaner  Behandlung mit  einer  E2  Dosis  von  10 µg / kg & d  auf 
Genexpressionsebene  zu  kaum  wesentlich  höheren  PCNA  Expressionsspiegeln  [396]. 
Lediglich  bei  supraphysiologischen / pharmakologischen  E2  Dosen  von  30 µg / kg & d 
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erhöhen sich die PCNA mRNA Spiegel noch minimal [79]. Das temporäre Muster der PCNA 
Expression  zeigt  auf mRNA  Ebene  sein Maximum  bereits  nach  etwa  24 Stunden  [74], 
weshalb nach dreitägiger Behandlungsdauer aussagekräftigere Ergebnisse  in den Daten 
proteinbiochemischer  Methoden  zu  finden  sind.  Wie  die  immunohistochemisch  mit 
anti‐PCNA Antikörpern gefärbten Uterusquerschnitte in Abbildung  4.17 zeigen, sind auch 
auf  Proteinexpressionsebene  keine  gravierenden  Unterschiede  zwischen  beiden 
verwendeten E2 Konzentrationen erkennbar. Dieses Ergebnis untermauert die auf mRNA 
Ebene gewonnenen Daten und festigt deren Verlässlichkeit und Übertragbarkeit.  
 
Clusterin  und  Komplement C3  sind  gut  validierte  Markergene  für  die  Abschätzung 
östrogener Aktivitäten  [124, 223, 353, 394]. Ebenso eignet  sich  auch das ESR1 Gen  als 
verlässlicher  uteriner  Marker,  da  der  ERα  erstens  der  prädominant  exprimierte 
Rezeptorsubtyp  im  adulten  Uterus  ist  und  zweitens  seine  Expression  einer 
östrogeninduzierten negativen Rückkoppelungsregulation unterliegt  [132, 178]. Anhand 
dieser  drei  Markergene  sollte  geklärt  werden,  inwieweit  die  Behandlungen  mit  der 
einfachen  bzw.  doppelten  E2  Konzentration  in  den  jeweiligen  Tierversuchen  zu 
vergleichbaren  östrogenen  Effekten  auf  mRNA  Ebene  führte.  In  den  beiden 
durchgeführten Versuchsteilen  konnte  die  infolge  der  östrogenen  Exposition  erwartete 
Verringerung der Clusterin mRNA Expression beobachtet werden. In beiden untersuchten 
Futtergruppen  reduzierte  sowohl  die  Behandlung  mit  4 µg / kg & d  als  auch  die  mit 
8 µg / kg & d E2 die Clusterin mRNA Spiegel um 80 %  im Vergleich zur Kontrolle,  jedoch 
ohne  signifikante  Unterschiede  zwischen  den  Behandlungsgruppen  (Abbildung   4.18B). 
Bereits durch die Exposition mit 4 µg / kg & d E2 scheint die Clusterin Expression auf ein 
Minimum  reduziert  zu  sein  und  kann  offensichtlich  auch  nicht  durch  höhere  E2 
Konzentrationen  weiter  verringert  werden.  Diese  Basisexpression  von  etwa  20 %  im 
Vergleich  zu  Kontrolltieren  zeigte  sich  ebenfalls  bei  der  Verwendung  höherer  E2 
Konzentrationen in weiteren Studien mit vergleichbarem experimentellem Aufbau. Diese 
beinhalteten dreitägige, subkutane Behandlungen mit 10 bzw. 30 µg / kg & d E2 [79, 396]. 
Selbst  diese  hohen  pharmakologischen  E2 Dosen  verringerten  die  Clusterin  Expression 
lediglich  auf  30 %  der  Kontrolle,  was  eindeutig  belegt,  dass  im  Hinblick  auf  dieses 
validierte uterine Markergen mit der original geplanten E2 Dosis von 4 µg / kg & d bereits 
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die  volle Wirkungseffektivität  ausgeschöpft  ist. Höhere  E2 Dosen  verändern  den  Effekt 
höchstens marginal. 
Im  Fall  der  Komplement C3  Genexpression  konnten  in  beiden  durchgeführten 
Tierversuchen  ebenso  keine  signifikanten  Unterschiede  infolge  der  verschiedenen  E2 
Dosen  ermittelt  werden.  Wenngleich  interessanterweise  die  Behandlung  mit  der 
geringeren E2 Dosis den ausgeprägteren Effekt zeigte, konnten auch infolge der höheren 
E2  Dosis  stark  gestiegene  Komplement C3  mRNA  Spiegel  (200 fach)  gemessen werden 
(Abbildung   4.18C).  In  diversen  anderen  vom  experimentellen  Aufbau  vergleichbaren 
Tierversuchsstudien wurde bereits mehrfach die Expression des Komplement C3 Gens als 
Östrogenitätsmarker  eingesetzt.  Zwei  Studien,  in  denen  4  bzw.  10 µg / kg & d  E2  als 
Substanzdosen  über  drei  Tage  Anwendung  fanden,  ermittelten  Komplement C3 
Expressionsspiegel, die im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren jeweils um circa 
das 300 fache erhöht waren [74, 394]. Im direkten Vergleich zu den Ergebnissen unserer 
Studien  zeigen diese Daten eindeutig, dass  auch  im  Falle des Komplement C3 Gens die 
maximale Wirkungseffektivität des E2 spätestens ab Dosen von 4 µg / kg & d erreicht  ist 
und diese sich mit steigender Substanzkonzentration nicht mehr wesentlich verstärkt.  
Wie bereits erwähnt, eignet sich das Gen des  im Uterus prädominant exprimierten ERα 
ebenfalls hervorragend als Markergen für den Einfluss östrogener Stimuli. Wie die Daten 
unserer  Experimente  zeigen,  ergaben  sich  in  keiner  der  beiden  untersuchten 
isoflavonhaltigen  Futtergruppen  signifikante  Unterschiede  in  der  Regulation  des  ESR1 
Gens  aufgrund  der  verschiedenen  E2  Behandlungsdosen  (Abbildung   4.18D).  Die 
Reduktionen der ESR1 Expression auf 20 % bzw. 45 %  in der genisteinsupplementierten 
bzw.  isoflavonreichen  Futtergruppe,  sind  in  ähnlicher  Ausprägung  auch  in  anderen 
Studien beschrieben. Zwei Studien berichten die Verwendung von 10 bzw. 30 µg / kg & d 
E2  im standardisierten uterotrophen Assay  in OVX Ratten. Diese erheblich höheren und 
zum  Teil  pharmakologischen  Dosen  resultierten  bei  der  Betrachtung  der  ESR1 mRNA 
Spiegel  in  ähnlichen  Regulationsausprägungen.  Auch  im Uterus  dieser  Tiere waren  die 
ESR1  mRNA  Spiegel  auf  ~25  bzw.  40 %  im  Vergleich  zu  den  unbehandelten  OVX 
Kontrolltieren erniedrigt  [79, 396]. Wie schon bei der Betrachtung der oben erwähnten 
Gene,  zeigte  sich  auch  im  Falle des  ESR1, dass die  geplante  E2 Dosis  von  4 µg / kg & d 
bereits  so  hoch  gewählt  ist,  dass  sie  eindeutig  im  Sättigungsbereich  der 
Dosis‐Wirkungskurve zu  liegen scheint. Das bedeutet, dass die Behandlung mit höheren 
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E2  Konzentrationen  nicht  zu  wesentlich  veränderten,  gewebespezifischen  Wirkungen 
führen  muss.  Das  konnte  mit  den  Genexpressionsanalysen  von  PCNA,  Clusterin, 
Komplement C3  und  dem  ESR1  auf  molekularer  sowie  der  Evaluierung  der 
Uterusfeuchtgewichte  und  ‐epithelhöhen  auf  physiologischer  Ebene  eindeutig 
nachgewiesen werden. 
 
Zusammenfassend kann als Gesamtergebnis dieses Versuchsteiles  festgehalten werden, 
dass  die  durch  die  Behandlung  mit  8 µg / kg & d  E2  gewonnenen  uterinen  Resultate 
sowohl  auf  physiologischer  als  auch  auf  molekularer  Ebene  eindeutig  mit  solchen 
vergleichbar  sind, die mit einer geringeren E2 Konzentration  von 4 µg / kg & d erhoben 
worden wären. Dies  liegt darin begründet, dass die  E2 Dosis‐Wirkungskurve  im Uterus 
bereits  bei  einer  Dosis  von  um  die  5 µg / kg & d  E2  im  Plateau  und  damit  bei  der 
Maximalwirkung  liegt  [253].  Die  Konzentration  von  4 µg / kg & d  E2  liegt  demnach 
annähernd im Plateau der Dosis‐Wirkungskurve, weshalb weitere Dosissteigerungen nicht 
zu wesentlichen Änderungen in der molekularen bzw. physiologischen Wirkung führen.  
 
5.5 Einfluss von Gestagenen auf die gewebespezifische Wirkung von 
Genistein 
Da  es  sich  zur  Untersuchung  menopausaler  und  postmenopausaler  Beschwerden 
besonders eignet, wird für die Bestimmung hormoneller Wirkungen von Xenoöstrogenen 
gerne  auf  das  Modell  der  OVX  Ratte  zurückgegriffen  [107].  Nach  dem  Wegfall  der 
Sexualhormonproduktion durch die OVX, können in Ratten physiologische / pathologische 
Gegebenheiten  imitiert werden, wie  sie  in  ähnlicher Weise  auch  in  postmenopausalen 
Frauen  beobachtet werden.  Jedoch  ist, wie  bereits  erwähnt,  die  direkte  Extrapolation 
tierexperimentell  erhobener  Daten  auf  den  Menschen  schwierig.  Im  Gegensatz  zu 
postmenopausalen Frauen, die aufgrund einer hauptsächlich im Fettgewebe lokalisierten 
Aromataseaktivität noch nachweisbare Östrogenspiegel aufweisen,  kommt es  in Ratten 
besonders im Zeitraum direkt nach der Kastration zum nahezu kompletten Verlust dieser 
Hormone [116, 388].  
Diesem  Faktum  wurde  in  einer  wissenschaftlichen  Untersuchung  Rechnung  getragen, 
indem  die Wirkung  von Genistein  in  intakten  Tieren mit  der  in OVX  Tieren  verglichen 
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wurde,  die  entweder  teilweise  oder  komplett  östrogenisiert waren  [75].  Das  Ergebnis 
dieser  Studie  war  die  Feststellung,  dass  sich  die  Genisteinwirkung  in  diesen 
Versuchsgruppen erheblich unterschied. Die Autoren stellten als mögliche Erklärung die 
Hypothese  auf,  dass  durch  die  Kastration  nicht  nur  die  ovariellen  Östrogene  sondern 
ebenfalls  die Gestagene  verloren  gehen, wodurch  sich  die  beobachteten Unterschiede 
ergeben.  Sie  gehen  demnach  von  der  Beteiligung  von  P4  im  Zusammenspiel  von 
Östrogenen und Genistein aus.  
 
Der  im Kapitel   2.6.3 beschriebene Tierversuch TV 3  sollte nun  klären ob, und wenn  ja, 
welchen Einfluss P4 auf die genisteinregulierten Prozesse im Uterus hat. Außerdem sollte 
aufgeklärt werden,  inwieweit P4 diese Modulation der Gewebehomöostase  in An‐ bzw. 
Abwesenheit  von  E2  verändert.  Für  eine  bessere  Vergleichbarkeit  zur  Studie  von 
Diel et al., wurden  im TV 3 die  identischen Genistein bzw. E2 Dosen von 10 mg / kg & d 
bzw.  1 µg / kg & d  verwendet  [75,  333].  Zusätzlich dazu wurde die ebenfalls  in  Studien 
etablierte P4 Dosis von 40 mg / kg & d eingesetzt [80]. 
 
In der hier vorliegenden Studie wurden die Wirkungen von Genistein sowie E2  lediglich 
als Einzelsubstanzen untersucht, weshalb die Ergebnisse zur Testung auf Antiöstrogenität 
(Koadministration  von Genistein und E2)  von Diel  et al. herangezogen werden müssen, 
um  eine  komplette  Einschätzung  der  Genisteinwirkung  abgeben  zu  können  [75].  Im 
Hinblick auf die Einzel‐ bzw. Kombinationsbehandlungen aus Genistein und E2 zeigt sich 
die gute Vergleichbarkeit dieser Studie mit der von Diel et al.. In beiden Studien reduziert 
sich,  im  Vergleich  zu  den  intakten  scheinoperierten  Tieren,  das  Uterusfeuchtgewicht 
infolge  der  OVX  um  mehr  als  66 %.  In  beiden  Studien  vermittelt  Genistein  als 
Einzelsubstanz keine bis wenig uterotrophe Effekte in OVX Weibchen. Die suboptimale E2 
Dosis  von  1 µg / kg & d  erhöht  demgegenüber  das  Uterusfeuchtgewicht  und  die 
Epithelhöhe  signifikant  [75].  Im  Gegensatz  zu  vielen  analog  angelegten 
tierexperimentellen  Studien,  konnten Diel et al. mit  der  suboptimalen  E2 Dosis  nahezu 
identische  Uterusfeuchtgewichte  induzieren  wie  mit  der  parallel  eingesetzten 
physiologischen  Dosis  von  4 µg / kg & d.  Dadurch  waren  sie  in  der  Lage  mit  beiden 
untersuchten  E2  Dosierungen  Feuchtgewichte  herbeizuführen,  die  so  auch  in  intakten 
Tieren wiederzufinden waren.  In unserer  Studie  konnte mit der  suboptimalen E2 Dosis 
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lediglich eine Verdoppelung der Uterusgewichte erzielt werden. Diese Dosierung reichte 
bei Weitem  nicht  aus,  um  vergleichbare  Feuchtgewichte  zu  erreichen, wie  sie  in  den 
intakten  Tieren  gemessen  werden.  In  einer  vergleichbaren  Studie  verdoppelte  die 
nochmals verringerte Dosis von 0,5 µg / kg & d E2, bei identischer Behandlungsdauer von 
drei Tagen, das Uterusfeuchtgewicht wie  in dieser  Studie  [356]. Eine physiologische E2 
Dosis  resultierte  in  einem  anderen  Experiment  in  einer  etwa  Verfünffachung  der 
Feuchtgewichte [267]. Diese Daten reflektieren das veröffentlichte Dosis‐Wirkungs‐Profil 
für die  subkutane Applikation von E2 erheblich besser  [253], weshalb die Diskrepanzen 
zwischen  den  Studienergebnissen  bei  verschiedenen  experimentellen  oder 
physiologischen  Parametern,  wie  der  Sektionsdurchführung  oder  dem  Tieralter  zum 
Zeitpunkt des Experiments, zu suchen sein könnten. 
 
Die  grundlegende  Fragestellung  im  Tierversuch  TV 3  war,  ob  und  inwieweit  P4  die 
uterinen Wirkungen von Genistein  in An‐ bzw. Abwesenheit von E2 verändert. Das dem 
so  sein  könnte  legten  Daten  in  OVX  Tieren  mit  unterschiedlich  östrogenisiertem 
Hormonhintergrund nahe, die zeigten, dass sich die Wirkungen von Genistein in intakten 
scheinoperierten Tieren erheblich von denen  in OVX und östradiolsubstituierten Tieren 
unterschieden. Dieses Phänomen wird besonders an den Uterusgewichten deutlich, die 
sich  zwischen  den  intakten  scheinoperierten  Tieren  und  den  OVX  Tieren  erheblich 
unterscheiden. Und  das  obwohl  die OVX  Tiere mit  nahezu  physiologischen  E2  und  P4 
Dosen  behandelt  wurden,  die  eine  ähnliche  Wirkung  wie  in  intakten  Tieren  hätten 
erzeugen  sollen. Das Gleiche gilt  für die OVX Tiere mit „E2 & P4 & GEN“ Behandlungen, 
die  in  keiner Weise  ein mit  den  intakten  genisteinbehandelten  Tieren  vergleichbares 
Resultat hinsichtlich dieses Parameters erbrachten. 
 
P4 stellt in vielen Aspekten seiner hormonellen Wirkung den endogenen Gegenspieler zu 
E2 dar. Während E2 durch die  Induktion proliferativer Prozesse vor allem des  luminalen 
Epithels  sowie des  Stromas, das uterine  Feuchtgewicht  sowie die  luminale Epithelhöhe 
erhöht,  wirkt  P4  diesen  Prozessen  entgegen.  Dementsprechend  zeigen  alle 
Versuchsgruppen,  die  mit  E2  behandelt  wurden,  signifikant  erhöhte  Uterusgewichte. 
Diese sind aber deutlich geringer, wenn  in Kombination P4 verabreicht wurde, da P4 die 
E2‐induzierte  Hyperplasie  des  luminalen  und  glandulären  Uterusepithels  inhibiert  [56, 
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212].  Zu  einem  solchen  antiöstrogenen  Effekt  ist  Genistein,  im  Hinblick  auf  das 
Uterusgewicht,  nicht  in  der  Lage.  Lediglich  am  Parameter  Epithelhöhe  lässt  sich  das 
antiöstrogene Potenzial von Genistein erkennen, da diese bei Kombinationsbehandlungen 
aus Genistein und E2, im Vergleich zu E2 behandelten Gruppen, verringert ist [75]. Diese 
Ergebnisse  implizieren  gewebetypspezifische  Wirkungen  von  Genistein,  da  sich  die 
Wirkung  speziell  auf  das  Uterusepithel  konzentriert,  während  das  Feuchtgewicht 
unbeeinflusst bleibt.  
Die  PR  sind  homogen  im  Epithel  [290],  im  Stroma  sowie  den  myometrialen 
Kompartimenten des Uterus exprimiert [56, 153, 343] und es gibt valide Anzeichen, dass 
P4 auf der einen Seite nicht nur die östrogeninduzierte Proliferation inhibiert, sondern auf 
der anderen Seite auch selber proliferative und differentielle Effekte im uterinen Stroma 
auslöst  [58,  289].  Die  hier  erhobenen  Daten  stützen  diese  Datenlage  hinsichtlich  der 
Proliferationsinduktion  nicht.  Nicht  nur,  dass  P4  in  OVX  Tieren  keine  Erhöhung  des 
Uterusfeuchtgewichtes vermittelt, auch die Untersuchung des Proliferationsmarkers Ki67 
zeigte  auf  Genexpressionsebene  keine  Anzeichen  für  eine  vermehrte  Proliferation. 
Interessanterweise  konnten  signifikant  erhöhte  Uterusgewichte  in  Tieren  ermittelt 
werden,  die  mit  einer  Kombination  aus  Genistein  und  P4  behandelt  wurden.  Dieser 
schwach  ausgeprägte  Effekt  ist  nach  den  jeweiligen  Einzelbehandlungen  so  nicht  zu 
finden. An  dieser  Stelle  ist  es  angebracht  über  einen  proliferationsunabhängigen,  aber 
synergistischen Wirkmechanismus  zu  spekulieren,  der  aber weiterer Aufklärung  bedarf 
und mit der momentanen Datenlage noch nicht erklärt werden  kann. Klar  ist, dass die 
Proliferationsrate  in diesen Tieren nicht erhöht  ist und somit das erhöhte Feuchtgewicht 
in anderen Mechanismen zu suchen ist, beispielsweise in einer differenzierungsbedingten 
Vergrößerung der uterinen Zellen oder einer verringerten Apoptoserate. 
 
Die Aufklärung der Genisteinwirkung im Hinblick auf molekulare Mechanismen und deren 
eventuelle Modulation durch P4 kann mit Hilfe von spezifischen Markergenen erfolgen. 
Anwendung  finden  nicht  nur  die Gene  der  Steroidrezeptoren,  ESR1  und  PGR,  sondern 
auch die validen Östrogenitätsmarker Komplement C3 und Clusterin [124, 223, 353]. 
Die in unseren Untersuchungen an intakten Tieren gefundenen Regulationsprofile infolge 
hormoneller  Stimulation  entsprachen  den  aus  diversen  Publikationen  bekannten 
Mustern. Als Einzelsubstanz verabreicht, vermittelt Genistein sowohl in intakten als auch 
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in OVX Tieren tendenziell schwache östrogene Effekte.  Insbesondere bei Genen, die wie 
das Komplement C3, der PGR oder der  ESR1,  EREs oder  zumindest  ERE‐Halfsites  in der 
Promotorregion  tragen  [70,  113,  166,  171,  252,  302,  369].  Bei  Genen  ohne  ERE,  z. B. 
Clusterin [376], sind die Wirkungen von Genistein deutlich geringer ausgeprägt. Diese, wie 
auch weitere Daten dieser Arbeit, lassen darauf schließen, dass in diesem Zusammenhang 
die molekularen Wirkungen  von Genistein  auf  zellulärer  Ebene hauptsächlich über den 
ERE‐vermittelten  Aktivierungsmechanismus  reguliert  zu  sein  scheinen.  Die  schwach 
östrogenen Effekte von Genistein sind nur in Abwesenheit von E2 erkennbar. Sie werden 
über  eine  Bindung  an  den  ER  und  der  dadurch  aktivierten  Signalkaskade  vermittelt. 
Genistein  zeigt,  im  Vergleich  zu  E2,  eine  etwa  25‐60 fach  geringere  relative  Bindungs‐
affinität zum ERα und  ist zudem ein etwa 100.000 fach schwächerer Agonist als E2 [116, 
180, 246], weshalb die beobachteten Effekte am Uterus eher gering sind. In Anwesenheit 
von  E2  kommen  vermehrt  die  antiöstrogenen Wirkungen  von  Genistein  zum  Tragen, 
wobei dieser Effekt  stark von der vorhandenen E2 Konzentration abhängt  [75]. Bei der 
parallelen Behandlung von Genistein mit niedrigen E2 Konzentrationen  (≤ 1 µg / kg & d) 
bleibt die Genisteinwirkung nahezu nicht nachweisbar, da die Effekte von Genistein von 
denen  des  E2  überdeckt  werden.  Bei  höheren  E2  Konzentrationen  (≥ 4 µg / kg & d) 
kommt  es  durch  die Anwesenheit beider  potenzieller  Liganden  zur  Konkurrenz  um  die 
vorhandenen  möglichen  Rezeptorbindestellen  [35,  42,  246].  Das  schwach  östrogene 
Genistein  verhindert  durch  seine  Bindung  am  Rezeptor  die  Bindung  des  erheblich 
wirkungsstärkeren E2 und damit ein viel stärkeres östrogenes Signal.  Interessanterweise 
gibt  es  wieder  promotorabhängige  Unterschiede,  was  die  These  der  ERE‐vermittelten 
Genisteinwirkung unterstützt. Es scheint demnach nicht alleine auf die Anwesenheit von 
EREs  in der Promotorregion der Zielgene anzukommen, sondern auch auf deren Aufbau. 
Während Gene mit palindromischen ERE‐Sequenzen (Komplement C3), ERE‐Halfsites oder 
SFRE‐Sequenzen (ESR1) sensitiv auf die Kobehandlung aus Genistein und E2 reagieren und 
dadurch die Antiöstrogenität des Genistein  sichtbar wird,  zeigt die Expression des PGR 
(Nicht‐Konsensus ERE) keine vergleichbare Antwort (vgl. Abbildung  4.20 mit [75]). 
Ein bemerkenswertes Expressionsprofil zeigte der ERα infolge der Behandlung mit E2 und 
P4. Während die Steroide als Einzelsubstanzen verabreicht keine bis geringe Effekte auf 
die  ESR1  Expression  zeigten,  kam  es  durch  die  parallele  Behandlung  zu  einem 
synergistischen Effekt, sichtbar als deutlich verringerte ESR1 Expression. Die niedrige E2 
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Dosis war, wie bereits bei Diel et al. dokumentiert  [75], nicht  in der Lage die Expression 
des  ESR1  negativ  zu  beeinflussen.  Demgegenüber  zeigte  P4  die  E2‐antagonistische 
Wirkung, was sich darin widerspiegelt, dass die Expression von ESR1 und ESR2 verringert 
wird.  Dieses  Ergebnis  könnte  mit  Hilfe  eines  von  Katzenellenbogen et al.  publizierten 
Modells erklärt werden  [160]. Nach diesem Modell bindet P4 an progesteronresponsive 
Elemente (PRE) auf der DNA und verhindert die ER‐vermittelte Transkriptionsaktivierung, 
indem  es  den  Kontakt  zwischen  den  aktivierten,  am  ERE  gebundenen,  ER  und  dem 
Transkriptionskomplex in der Promotorregion des Zielgens unterbindet. Eine Variation in 
der  Ausprägung  eines  biologisches  Effektes  kann  bei  diesem  Mechanismus  dadurch 
gewährleistet werden, dass entweder nur Transkriptionsfaktor‐Interaktionen der AF1 des 
ER,  promotorspezifische  Komponenten  oder  eine  Vielzahl  von  ER‐Transkriptionsfaktor‐
Interaktionen blockiert werden. Wenn es  sich bei dem Zielgen um ESR1  selbst handelt, 
der via negativer Rückkoppelungsmechanismen einer Autoregulation unterliegt, wäre es 
denkbar,  das  P4  über  den  oben  beschriebenen  Mechanismus  diesen  Effekt  noch 
verstärkt. Ob Genistein in diesem Zusammenhang eine Rolle spielt ist nicht klar aber eher 
unwahrscheinlich,  da  sich  die  Effekte  von  Genistein,  wie  schon  im  Hinblick  auf  die 
Östrogenitätsmarker, in Grenzen halten. 
Im Gegensatz zu anderen Studien, die zeigen konnten, dass in OVX Ratten die Expression 
des  PGR  infolge  östrogener  Stimulation  erhöht  ist  [160,  257],  haben  unsere 
Untersuchungen ein entgegengesetztes Resultat erbracht. Die PGR Expression war nach 
dreitägiger  subkutaner Behandlung mit  E2  signifikant  reduziert. Das  gleiche  gilt  für die 
Behandlungen mit den Einzelsubstanzen P4 und Genistein. Im Hinblick auf die Regulation 
durch E2 sind diese Resultate konform mit den Ergebnissen anderer Arbeiten  [75, 107], 
jedoch  lassen  sich  die  Diskrepanzen  in  den  Ergebnissen  gegebenenfalls  über  ein  von 
Zierau et al.  veröffentlichtes  zeitliches  Regulationsprofil  des  PGR  erklären. Die  Autoren 
konnten  zeigen,  dass  die mRNA  Expression  des  PGR  infolge  eines  östrogenen  Stimulus 
sehr  schnell  rapide  ansteigt  und  bereits  sieben  Stunden  nach  Injektion  ein Maximum 
erreicht.  Die  erhöhte  Transkriptionsrate  bleibt  noch  bis  24  Stunden  nach  Exposition 
erhalten und fällt dann stark ab [396]. Zusätzlich muss auch bemerkt werden, dass es sich 
bei unseren Studien um Genexpressionsanalysen handelt, bei denen  für die Gewinnung 
der RNA Gewebe aus dem kompletten Organ verwendet wurde. Eine Unterscheidung  in 
gewebetypspezifische  PGR  Expressionen,  wie  sie  die  Immunohistochemie  ermöglicht, 
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erfolgt bei dieser Methode nicht. Das bedeutet, dass  in unserem Fall die PGR Expression 
in Uterus  infolge östrogener  Stimulation  in  Summe über das  gesamte Organ  abnimmt. 
Insbesondere  da  es  Anzeichen  dafür  gibt,  dass  es  zu  unterschiedlichen 
Regulationsrichtungen  durch  E2  Stimulus  kommt,  je  nachdem  welchen  uterinen 
Gewebetyp man betrachtet [343], muss man schlussfolgern, dass es sich dabei nicht um 
die  optimale  Auswertungsart  handelt.  Hinzu  kommt,  dass  nicht  nur  P4,  über  negative 
Rückkoppelungsmechanismen, die Expression des PGR verringert, sondern auch Genistein 
die PGR Transkriptionsrate  in einem Maße, vergleichbar mit dem von niedrig dosiertem 
E2,  verringert. Dies wurde auch  schon  in anderen  Studien beobachtet  [75] und  könnte 
über zwei prinzipiell mögliche Mechanismen erklärt werden. Denkbar wäre in einem Fall, 
dass die Regulation des PGR durch Genistein indirekt via Bindung an den ER erfolgt. Dabei 
bindet der Genistein‐ER‐Komplex als Dimer an ERE upstream der Promotorregion des PGR 
Gens  und  vermindert  so  dessen  Transkription.  Ein  anderer  theoretisch  möglicher 
Mechanismus wäre der, dass Genistein direkt mit den PR interagiert, diesen aktiviert und 
über  eine  Bindung  dieses  Komplexes  an  PRE  upstream  des  PGR  Gens  die  negative 
Rückkoppelungsregulation  des  PR  verstärkt.  Mit  hoher  Wahrscheinlichkeit  erfolgt  die 
Regulation  aber über den  zuerst beschriebenen Mechanismus, da die Bindungsaffinität 
von Genistein zum ER erheblich höher ist als zum PR und Genistein offenbar nicht in der 
Lage ist, den PR zu transaktivieren [273].  
 
Zusammenfassend kann in Anbetracht der erhobenen Daten primär festgehalten werden, 
dass  OVX,  und  mit  E2  sowie  P4  substituierte  Tiere  weder  physiologisch  noch  auf 
molekularer  Ebene mit  intakten  scheinoperierten  Tieren  hundertprozentig  vergleichbar 
sind.  Dies  mag  hauptsächlich  der  Tatsache  geschuldet  sein,  dass  die 
partialöstrogenisierten OVX Tiere erheblich niedrigere Östrogenspiegel aufweisen als die 
intakten.  Des  Weiteren  konnten  wir  zeigen,  dass  die  physiologische  Wirkung  von 
Genistein  in der Mehrzahl der Behandlungsgruppen nicht durch die Anwesenheit von P4 
moduliert wird. Das gilt vor allem für die Gruppen, in der der crosstalk von Genistein und 
P4  in Anwesenheit von E2 untersucht wurde.  In diesen Gruppen überwogen  immer die 
Effekte der endogenen Hormone und eine direkte Genisteinwirkung war nicht erkennbar. 
Eine  Ausnahme  bildet  die  Behandlungskombination  von  P4  und  Genistein  in 
östrogenfreien  OVX  Tieren.  In  dieser  Gruppe  kam  es  zu  einem  leichten  uterotrophen 
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Effekt,  der  ein  interessantes  Ergebnis  darstellt  und  dessen  Erklärung  jedoch  weiterer 
Untersuchung bedarf, da das erhöhte Uterusgewicht nicht direkt mit einer  vermehrten 
proliferativen Aktivität erklärt werden kann. Generell scheint es so zu sein, dass sich die 
Modulation der uterinen Genisteinwirkung durch kurzfristigen P4 Einfluss sehr in Grenzen 
hält.  Lediglich  in  Einzelfällen  konnten  zu  den  synergistischen  auch  antagonistische 
Wirkungen  von Genistein und P4 ermittelt werden. Diese Datenlage  indiziert demnach 
zusätzlich zur bekannten SERM Aktivität von Genistein eine potenzielle SPRM (Selektiver 
Progesteron Rezeptor Modulator) Aktivität. 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 
Die  im  Rahmen  dieser  Arbeit  erhoben  Daten  liefern  einige  grundlegende  neue 
Erkenntnisse  über  die  physiologischen  und  molekularen  Wirkungen  einer  intrauterin 
begonnenen  und  lebenslang  kontinuierlich  aufrechterhaltenen  Exposition  gegenüber 
diätetischen Isoflavonen.  
Bei der Betrachtung der Ergebnisse wird deutlich, dass die  lebenslange, kontinuierliche 
Exposition  gegenüber  Isoflavonen während  fetaler  und  pränataler  Entwicklungsphasen 
unterschiedliche gewebespezifische uterine Effekte in juvenilen und adulten F1‐Weibchen 
auslösen können. So zeigten einerseits Tiere  im  juvenilen Entwicklungsstand eine relativ 
starke  Uterotrophie  infolge  der  lebenslangen  Genisteinexposition,  wobei  Genistein  zu 
diesem  Zeitpunkt  östrogene  Effekte  hinsichtlich  der  Expressionsmuster  einiger 
Markergene  vermittelt.  Andererseits  konnten  in  den  gleichen  Tieren  ebenfalls 
antiproliferative und antiöstrogene Effekte beobachtet werden.  Interessanterweise  sind 
diese  Effekte  im  adulten  Organismus  nicht  mehr  zu  finden.  Diese  Ergebnisse  zeigen 
unmissverständlich,  dass  die  chronische  Exposition  gegenüber  diätetischen  Isoflavonen 
während  sensibler  Phasen  der  Ontogenese  weitreichende  Folgen  für  den  Organismus 
haben  kann.  Speziell  in  präpubertären  Individuen  ohne  relevante  endogene 
Östrogenproduktion  scheint der  Einfluss dieser bioaktiven  Substanzen besonders  stark. 
Der  juvenile Uterus scheint zwar hinsichtlich der Exposition gegenüber  Isoflavonen bzw. 
Genistein  äußerst  empfindlich  zu  sein,  jedoch  zeigen  unsere  Daten  auch,  dass  die 
Responsivität  auf  Östrogene  zu  diesem  Zeitpunkt  durch  die  Isoflavonexposition  nicht 
moduliert wird.  Genistein wirkt  im  juvenilen  Uterus  als  ERβ  Partialagonist, wobei  das 
antiproliferative  sowie  antiöstrogene  Potenzial  dieser  Substanz  erst  mit  hohen 
Konzentrationen  erkennbar  wird.  Ein  anderes  Bild  zeichnet  sich  im  adulten  östrogen 
deprivierten Uterus ab. Im Gegensatz zum juvenilen Uterus zeigt sich hier eine erheblich 
gesteigerte Östrogenresponsivität  infolge der  lebenslangen, kontinuierlichen und bereits 
in utero  begonnenen  Isoflavon‐  bzw.  Genisteinexposition.  Diese  Tiere  reagieren  mit 
dramatisch  erhöhten  Uterusfeuchtgewichten  speziell  auf  ERα‐vermittelte  östrogene 
Stimuli. Bemerkenswerterweise sind diese stark erhöhten Uterusgewichte nicht auf eine 
gesteigerte  Proliferation,  sondern  auf  eine  gesteigerte  Einlagerung  von  Flüssigkeit  im 
Uteruslumen  zurückzuführen.  Analysen  zur  Expression  von  AQP  deuten  zwar  auf 
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östrogenabhängig regulierte Mechanismen hin, jedoch war es bislang nicht möglich einen 
direkten Bezug zur chronischen  Isoflavon‐ bzw. Genisteinexposition herzustellen. Unsere 
Analysen  zur  Expression  spezifischer  uteriner  Markergene  legen  darüber  hinaus  die 
Vermutung  nahe,  dass  Genistein  seine molekularen Wirkungen  präferenziell  über  den 
klassischen  ERE‐abhängigen  Signalweg  vermittelt,  da  durch  Genistein  besonders  Gene 
reguliert werden,  die  diese  Transkriptionsfaktorbindungsstellen  in  der  Promotorregion 
besitzen.  
 
Die Rolle  von Gestagenen bei  genisteinregulierten Prozessen  im Uterus  ist bisher noch 
nicht  vollends  verstanden  und  auch  nicht  ganz  eindeutig. Während  unsere  Ergebnisse 
zum Einen zeigen, dass P4 in einem kurzfristigen experimentellen Design, unabhängig von 
der Ab‐ bzw. Anwesenheit von E2, kaum einen Einfluss auf genisteinregulierte Prozesse 
hat,  legen zum Anderen die Ergebnisse unserer  längerfristigen Experimente dahingegen 
die  Vermutung  nahe,  dass  Gestagene  die  chronischen  Effekte  von  Isoflavonen  doch 
modulieren können.  
 
Schlussfolgernd kann anhand unserer Studien festgehalten werden, dass die molekularen 
Wirkungen  von  Genistein  stark  von  Faktoren  wie  dem  Startzeitpunkt,  der 
Expositionsdauer sowie ‐konzentration und dem Alter des Organismus abhängen. Unsere 
Daten zeigen eindeutig, dass zum einen eine traditionelle sojabasierte, der ostasiatischen 
Ernährung  ähnliche  Diät  in  keiner  Weise  mit  einer  durch  isolierte  Isoflavone 
supplementierten  westlichen  Diät  gleichzusetzen  ist.  Des  Weiteren  konnten  wir  im 
Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass die transplazentale Exposition des Fetus mit, von der 
Mutter  aufgenommenen,  diätetischen  Isoflavonen  einen  erheblichen  und  lebenslangen 
Einfluss auf die Nachkommen hat, indem beispielsweise die Östrogenresponsivität dieser 
Individuen im späteren Lebensverlauf beeinflusst werden kann.  
 
Abschließend  lässt sich  festhalten, dass es sich bei Genistein um eine vielversprechende 
Substanz für zukünftige Untersuchungen handelt.  Insbesondere hat diese Arbeit weitere 
Fragen  hinsichtlich  der  Auswirkungen  einer  lebenslangen  Isoflavon‐  bzw. 
Genisteinexposition  aufgeworfen.  Die  Feststellung  der  deutlich  erhöhten 
Östrogensensitivität des adulten Uterus  infolge  lebenslanger  Isoflavonexposition bedarf 
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weiterer  Aufklärung.  Zukünftige  Studien  sollten  den  Einfluss  von  Isoflavonen  bzw. 
Genistein  auf  epigenetische Veränderungen  bei  den Methylierungsmustern  von Genen 
thematisieren,  die  an  der  Regulation  der  Wasserhomöostase  beteiligt  sind.  Mögliche 
Zielgene  für  eine  solche  Veränderung  wären  die  östrogenabhängigen  AQP  oder  auch 
Vaskularitätsfaktoren wie VEGF / VPF. Des Weiteren sollten anschließende Studien auch 
die Rolle von Gestagenen im Zusammenspiel von Isoflavonen und Östrogenen behandeln. 
Nach  unserem  momentanen  Erkenntnisstand  könnten  Gestagene  vor  allem  bei  den 
langfristigen Wirkungen von Isoflavonen von entscheidender Bedeutung sein. 
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8 Anhang 
Anhang  8.1  Ergebnisse  zu  den  Genexpressionsanalysen  uteriner Markergene  in  juvenilen  und  adulten 
weiblichen Wistar Ratten (TV 1a). Dargestellt sind die Veränderungen der mRNA Spiegel im Vergleich zur 
jeweiligen Rizinusöl behandelten Kontrolle. Welch t‐Test (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
 
  Isoflavonreiche Diät  Genisteinsupplementierte Diät 
  Juvenil  Adult  Juvenil  Adult 
ESR1  0,95 ± 0,45  0,69 ± 0,28         0,29 ± 0,02 ***  0,54 ± 0,10 * 
ESR2  1,34 ± 0,64       0,20 ± 0,12 **  0,70 ± 0,21  1,24 ± 0,47 
Igf1  0,67 ± 0,23  1,34 ± 0,28         0,29 ± 0,03 ***  0,90 ± 0,22 
Igf1‐R  0,81 ± 0,32  0,60 ± 0,11  0,35 ± 0,12 *  0,71 ± 0,24 
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Anhang   8.2  Ergebnisse  zu  den  Genexpressionsanalysen  uteriner  Markergene  in  juvenilen  weiblichen 
Wistar Ratten (TV 1b). Dargestellt sind die Veränderungen der mRNA Spiegel im Vergleich zur jeweiligen 
Rizinusöl behandelten Kontrolle. Welch t‐Test (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
 
Antigen identifiziert durch den monoklonalen Antikörper Ki67 (Ki67) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  1,59 ± 0,93  1,31 ± 0,97  1,98 ± 0,77 
Genistein  4,27 ± 3,05  0,70 ± 0,35  0,82 ± 0,09 
16α‐LE2  0,81 ± 0,23  0,81 ± 0,86  4,78 ± 3,81 
8β‐VE2  1,98 ± 1,31  1,90 ± 1,57  1,30 ± 0,85 
 
Clusterin (Clu) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  0,25 ± 0,03 ***  0,32 ± 0,05 ***  0,20 ± 0,06 *** 
Genistein  0,97 ± 0,20  0,96 ± 0,12  0,69 ± 0,30 
16α‐LE2  0,37 ± 0,29  0,11 ± 0,03 ***  0,23 ± 0,12 ** 
8β‐VE2  0,49 ± 0,01 ***  0,86 ± 0,14  0,76 ± 0,09 
 
Insulin‐ähnlicher Wachstumsfaktor 1 (Igf1) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  1,06 ± 0,27  1,03 ± 0,72  1,58 ± 0,98 
Genistein  1,54 ± 0,67  1,31 ± 0,58  0,67 ± 0,18 
16α‐LE2  0,71 ± 0,19  0,57 ± 0,59  2,46 ± 2,07 
8β‐VE2  1,00 ± 0,77  2,03 ± 2,11  1,35 ± 1,24 
 
Insulin‐ähnlicher Wachstumsfaktor 1 Rezeptor (Igf1‐R) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  0,20 ± 0,12 ***  0,09 ± 0,06 ***  0,23 ± 0,06 *** 
Genistein  3,14 ± 2,53  0,94 ± 0,13  4,62 ± 2,42 * 
16α‐LE2  0,31 ± 0,12 **  0,31 ± 0,22 **  2,83 ± 1,29 * 
8β‐VE2  1,30 ± 1,26  1,34 ± 0,93  2,86 ± 2,01 
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Östrogenrezeptor β (ESR2) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  0,24 ± 0,09 ***  0,15 ± 0,07 ***  0,16 ± 0,13 ** 
Genistein  1,07 ± 0,63  0,52 ± 0,16 **  1,76 ± 1,43 
16α‐LE2  0,56 ± 0,30 *  0,14 ± 0,12 ***  1,37 ± 1,32 
8β‐VE2  1,32 ± 0,42  1,50 ± 0,87  3,62 ± 3,67 
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Anhang  8.3 Ergebnisse zu den Genexpressionsanalysen uteriner Markergene in adulten, ovariektomierten 
Wistar Ratten (TV 1c). Dargestellt sind die Veränderungen der mRNA Spiegel im Vergleich zur jeweiligen 
Rizinusöl behandelten Kontrolle. Welch t‐Test (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
 
Insulin‐ähnlicher Wachstumsfaktor 1 (Igf1) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  1,45 ± 0,05 *  1,72 ± 0,41 *  2,56 ± 1,28 
Genistein  0,37 ± 0,10 **  0,50 ± 0,25 *  0,79 ± 0,21 
16α‐LE2  1,32 ± 0,54  1,55 ± 0,52  2,85 ± 1,05 * 
8β‐VE2  0,36 ± 0,14 *  0,85 ± 0,47  0,58 ± 0,25 * 
 
Insulin‐ähnlicher Wachstumsfaktor 1 Rezeptor (Igf1‐R) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme 
Diät 
Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  0,08 ± 0,06 **  0,21 ± 0,02 ***  0,14 ± 0,05 *** 
Genistein  1,86 ± 1,11  1,28 ± 0,36  0,97 ± 0,32 
16α‐LE2  0,17 ± 0,11 **  0,14 ± 0,06 ***  0,11 ± 0,01 *** 
8β‐VE2  1,68 ± 0,88  1,97 ± 0,77  2,26 ± 0,80 
 
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) 
Behandlung  Phytoöstrogenarme Diät  Isoflavonreiche 
Diät 
Genisteinsupplementierte 
Diät 
17β‐Östradiol  1,95 ± 0,55  1,15 ± 0,33  1,22 ± 0,28 
Genistein  0,52 ± 0,05 **  1,14 ± 0,46  0,82 ± 0,40 
16α‐LE2  1,01 ± 0,13  2,46 ± 1,24  1,08 ± 0,01 
8β‐VE2  0,97 ± 0,23  1,49 ± 0,41  1,61 ± 1,40 
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Anhang  8.4 Ergebnisse zu den Genexpressionsanalysen uteriner Markergene in adulten, ovariektomierten 
Wistar Ratten (TV 2) in der Validierungsstudie. Dargestellt sind die Veränderungen der mRNA Spiegel im 
Vergleich zur jeweiligen mit 4µg E2 behandelten Gruppe. Welch t‐Test (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 
 
  Isoflavonreiche Diät  Genisteinsupplementierte Diät 
  8 µg E2  4 µg E2  8 µg E2  4 µg E2 
Ki67  4,73 ± 0,61 **  2,28 ± 0,64  4,34 ± 2,32  1,25 ± 0,56 
ESR2  0,29 ± 0,08  0,19 ± 0,13  0,11 ± 0,02  0,06 ± 0,03 
Igf1  1,72 ± 0,41 **  6,68 ± 3,36  2,56 ± 1,28  3,19 ± 1,94 
Igf1‐R  0,21 ± 0,02  0,22 ± 0,23  0,14 ± 0,05  0,10 ± 0,04 
PGR  1,47 ± 0,71  1,04 ± 0,58  0,44 ± 0,05  0,71 ± 0,23 
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Anhang  8.5 Ergebnisse zu den Genexpressionsanalysen uteriner Markergene in adulten, ovariektomierten 
Wistar Ratten  (TV 3). Dargestellt sind die Veränderungen der mRNA Spiegel  im Vergleich zur  jeweiligen 
Rizinusöl behandelten Kontrolle. Welch t‐Test (** p<0,01). 
 
  Behandlung  ESR2 
CON  0,87 ± 0,53 
Sham 
GEN        0,45 ± 0,13 ** 
CON  1,00 ± 0,00 
E2  0,55 ± 0,29 
P4  0,92 ± 0,55 
GEN  1,92 ± 1,89 
E2 & P4  0,65 ± 0,41 
P4 & GEN  1,01 ± 0,67 
OVX 
E2 & P4 & GEN  0,69 ± 0,58 
 
